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1. INTRODUCCIÓN 
2 
 
 
Introducción 
3 
 
Actualmente, la enfermedad crónica intestinal, más conocida por el 
acrónimo ingles de “IBD” (inflammatory bowel disease), se considera una de las 
causas más frecuentes de diarrea y vómito crónicos en el perro. Uno de los retos 
más importantes es su diferenciación, cuando se trata de un IBD grave, con el 
linfoma intestinal. Ambas enfermedades comparten sintomatología clínica, que 
incluye, fundamentalmente, vómito crónico, diarrea crónica, pérdida de peso y 
alteraciones del apetito. El protocolo diagnóstico es, por tanto, muy similar en 
ambas, de manera que la exploración física, y los hallazgos en ecografía, 
analítica sanguínea o endoscopia son de muy poca utilidad en su diferenciación. 
El diagnóstico de estas enfermedades implica, necesariamente, el estudio 
histopatológico de biopsias intestinales, cuya interpretación puede resultar muy 
compleja tanto para clínicos como para patólogos (Willard y col., 2002; Day y col., 
2008; Willard y col., 2010). Sin embargo, el diagnóstico diferencial es crucial, ya 
que de él depende el tratamiento y pronóstico del animal. Los linfomas 
intestinales de tipo difuso, especialmente los linfomas T-intestinales, se 
acompañan, muy frecuentemente, de lesiones inflamatorias, de manera que 
podemos observar cambios inflamatorios superpuestos o adyacentes a las zonas 
neoplásicas; esto dificulta el diagnóstico, pudiendo llevar a un diagnóstico 
erróneo de IBD. Por otro lado, se han descrito cambios neoplásicos en células 
aisladas, aunque la imagen general sea la de una lesión benigna (Tams, 2003; 
Valli, 2007).  
 
A todo esto se suma la difícil estandarización de los parámetros 
histológicos de ambas enfermedades, dando lugar a grandes inconsistencias en 
la interpretación de biopsias endoscópicas por diferentes patólogos 
experimentados (Willard y col., 2002; Willard y col., 2010). A este respecto, en 
los últimos años se han realizado diferentes estudios, tratando de consensuar 
una serie de parámetros para su uso a nivel internacional en la enfermedad 
inflamatoria crónica intestinal (Day y col., 2008; Washabau y col., 2010). Sin 
embargo, en la práctica, todavía queda mucho por investigar y aclarar en este 
campo. No debemos olvidar que, muchas veces, las diferencias entre ambas 
enfermedades son tan sutiles que han llevado a sugerir la posible evolución de 
IBD a linfoma intestinal (Hall y col., 2007; Dandrieux y col., 2008; Rodríguez-
Franco y col., 2010; Gieger, 2011).  
 
El desarrollo de las técnicas endoscópicas, mínimamente invasivas y con 
mínimas complicaciones para el paciente, está permitiendo un diagnóstico cada 
vez más precoz de estas patologías. Sin embargo, las biopsias tomadas 
mediante endoscopia constituyen una dificultad añadida en el diagnóstico 
diferencial entre linfoma intestinal e IBD grave. En primer lugar esta técnica no 
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permite el acceso a tramos distales de intestino delgado, lo que puede suponer 
un problema, ya que hay autores que describen diferencias en el diagnóstico de 
unas regiones a otras, tanto en el perro como en el gato (Casamian-Sorrosal y 
col., 2010; Scott y col., 2011). Asimismo, la endoscopia, habitualmente, sólo 
permite obtener biopsias de la mucosa intestinal, de forma que el diagnóstico de 
linfomas localizados en zonas más profundas es muy complicado.  
 
A lo largo del tiempo, se ha avanzado en la clasificación del linfoma 
intestinal, tanto en la especie canina como en felina, gracias a la utilización de 
marcadores linfocitarios, entre otros factores. Se ha tratado de adaptar la 
clasificación de los linfomas de la OMS (Organización Mundial de la Salud) para 
medicina humana a las especies canina y felina (Valli y col., 2002; Head y col., 
2003). Esta clasificación ha sido utilizada en el linfoma multicéntrico canino 
(Vezzali y col., 2010; Ponce y col., 2010; Valli y col., 2011). Sin embargo, no 
hemos encontrado trabajos que establezcan una clasificación según el patrón 
morfológico de la OMS para el linfoma intestinal canino en concreto.  
 
En el año 2003 Burnett y colaboradores describen la técnica de PCR a 
partir de ADN de tejidos, en la especie canina, para detectar clonalidad de 
linfocitos B y T, y proponen su aplicación en la diferenciación entre una 
proliferación benigna de linfocitos de tipo reactivo, y una proliferación neoplásica. 
Esta técnica también ha sido descrita en la especie felina (Moore y col., 2005), 
en la que se ha aplicado para la diferenciación entre IBD y linfoma intestinal 
(Moore y col., 2005; Kiupel y col., 2011), con resultados muy prometedores. En 
la especie canina se sugirió la aplicación de estos métodos en el diagnóstico del 
linfoma digestivo, especialmente para la diferenciación de un linfoma “latente” 
(Kaneko y col., 2008). Fukushima y colboradores (2009) aplican esta técnica en 
12 biopsias endoscópicas diagnosticadas histológicamente de linfoma. 
 
Por todo esto, en este trabajo nos hemos planteado profundizar en el 
estudio y caracterización de estas dos enfermedades, así como establecer 
aspectos diferenciales en cuanto a sus características clínicas, endoscópicas e 
histopatológicas, y mediante la utilización de técnicas inmunohistoquímicas y de 
PCR. Para la realización de las técnicas de PCR se va a emplear un sistema de 
electroforesis capilar de alta definición, con el que se pretende mejorar la 
sensibilidad de las mismas. Se va a realizar, además, una reclasificación de los 
linfomas intestinales caninos, adaptando las últimas clasificaciones de la OMS 
para medicina humana (Swerdlow y col., 2008; Campo y col., 2011).  
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2.1 ASPECTOS GENERALES DE LAS NEOPLASIAS 
DIGESTIVAS EN EL PERRO 
 
 
La especie canina es la que presenta un mayor número de neoplasias 
espontáneas, de los animales domésticos que se han estudiado a lo largo del 
tiempo, aunque no llegue a la incidencia que existe en el hombre (Head, 1976; 
Hayes y col., 1989; Brown y col., 2007). Son escasos y antiguos los estudios 
sobre la incidencia de tumores en la especie canina, con datos que varían de los 
381 a los 1126 casos por cada 100.000 animales (Dorn y col., 1968; Mac Vean y 
col., 1978). Bronson describe, en 1982, el cáncer como la causa más frecuente 
de muerte en la especie canina, llegando a representar entre el 40 y el 50% de 
las muertes en perros mayores de 10 años. 
 
Dentro del conjunto de tumores que podemos encontrar en la especie 
canina, las neoplasias del tracto digestivo tienen una baja incidencia de 
presentación. Se estima que alrededor de un 5-6% de las neoplasias caninas se 
localizan en el tracto digestivo; aunque aún así constituyen el tercer tipo de 
neoplasia más frecuente, después de los tumores de mama y las neoplasias 
cutáneas (Dorn y col., 1968; Guildford y col., 1996;  Leibman y col., 2003; Merlo 
y col., 2008; Rodríguez-Franco y col., 2010). Samuel y colaboradores, en 1999, 
realizan un estudio en el Reino Unido, en el que encuentran que un 4,7% de las 
neoplasias caninas se localizan en el aparato digestivo, excluyendo la zona oral 
y faríngea, lo que supone un porcentaje mayor que el indicado por los autores 
anteriores. 
 
La mayor parte de neoplasias digestivas, alrededor de un 70%, se 
localizan en la cavidad oral. Después de la cavidad oral, el intestino grueso es el 
más frecuentemente afectado por este tipo de patología, con un porcentaje 
alrededor del 20%. Los tumores de estómago son poco comunes (10%), y aún 
más raros los de intestino delgado y los de esófago, para los que no existen 
datos publicados referentes a la incidencia real de presentación (Guildford y col., 
1996; Leibman y col., 2003; Merlo y col., 2008; Gamlem y col., 2008; Rodríguez-
Franco y col., 2010).  
 
Entre las neoplasias que afectan al intestino delgado, en el perro la más 
frecuente es el adenocarcinoma, seguido del linfoma o linfosarcoma intestinal, 
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que es la más frecuente en el gato. Podemos encontrar además, en esta 
localización, leiomiosarcomas y hemangiosarcomas con relativa frecuencia, y 
otros tumores descritos con una frecuencia muy baja como mastocitomas, 
plasmocitomas, carcinoides, fibrosarcomas, sarcomas anaplásicos o tumores 
estromales. Entre los tumores benignos, menos frecuentes que los malignos en 
esta localización, el más común es el adenoma, y también se han descrito 
leiomiomas y fibromas (Head, 1976; Patnaik y col., 1977; Crow, 1985; van der 
Gaag y col., 1990; Guildford y col., 1996; Cohen y col., 2003; Head y col., 2003 
Sako y col., 2003; Frost y col., 2003). 
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2.2 LINFOMA EN EL PERRO: CLASIFICACIÓN 
ANATÓMICA  
 
 
El linfoma es una de las neoplasias malignas más frecuentes en la 
especie canina. Se define como una proliferación de células linfoides malignas, 
que afecta principalmente a los ganglios linfáticos, y a órganos parenquimatosos, 
como el hígado y el bazo (Vail y col., 2007). Puede clasificarse según la 
localización anatómica del tumor primario en cuatro tipos principales: 
multicéntrico, mediastínico, digestivo y extranodal (renal, nasal, cutáneo, espinal, 
ocular) (Jacobs y col., 2002; Vonderhaar y col., 1998; Vail y col., 2007) 
 
o Linfoma multicéntrico (o generalizado): se caracteriza por la afectación 
de múltiples ganglios linfáticos, con o sin afectación de hígado o bazo. 
Los perros afectados presentan linfadenomegalia de uno o más 
ganglios linfáticos. Además, es frecuente la afectación de hígado, bazo 
o médula ósea, presentándose hepato o esplenomegalia que provocan 
distensión abdominal. La sintomatología es inespecífica e incluye 
fiebre, anorexia, letargia, vómitos y pérdida de peso (Vonderhaar y col., 
1998; MacEwen y col., 1996). 
 
o Linfoma mediastínico: afecta a los ganglios linfáticos mediastínicos 
craneales y caudales, además de al timo. Por ello, en ocasiones se 
denominan linfomas tímicos. Los síntomas más frecuentes asociados 
a este tipo de neoplasia son disnea, tos, intolerancia al ejercicio, 
disfagia y anorexia. Además, es frecuente la aparición de derrames 
pleurales y/o mediastínicos (Olgivie y col., 1995; Vonderhaar y col., 
1998; Vail y col., 2007). 
 
o Linfoma extranodal, solitario o regional (renal, nasal, cutáneo, espinal y 
ocular): dependiendo de la afectación de un determinado órgano o 
sistema aparece una sintomatología específica asociada, además de 
una sintomatología inespecífica (anorexia, letargia, pérdida de peso…). 
Puede afectar, además, a los ganglios linfáticos regionales.  
El linfoma cutáneo puede ser focal o generalizado, con la aparición de 
nódulos, placas, úlceras, eritroderma o dermatitis exfoliativa, muchas 
veces con la aparición de prurito. Esta forma suele clasificarse en 
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epiteliotrópica (normalmente de células T) y no epiteliotrópica 
(normalmente de células B).  
El linfoma, en el sistema nervioso, puede afectar tanto al sistema 
nervioso central como al periférico, aunque es más frecuente en el 
primero, con la aparición de ataques y otros síntomas neurológicos. 
Puede aparecer de forma primaria o como consecuencia de un linfoma 
multicéntrico.  En el caso del linfoma espinal, que puede aparecer en 
el espacio epidural, en el espacio subdural, o en el parénquima 
medular, el perro puede presentar hemi o tetraparesia o hemi o 
tetraplejia, si existe compresión de la médula espinal a causa del 
tumor. 
El linfoma ocular puede ser primario o secundario, e incluye signos 
oftalmológicos como uveítis bilateral anterior, engrosamiento del iris, 
queratitis intersticial, hiperemia, hipopion, sinequia posterior, glaucoma, 
desprendimiento de retina, o infiltración de nervio óptico. 
El linfoma nasal o de senos paranasales suele dar una sintomatología 
clínica de disnea, descarga nasal, alteraciones morfológicas faciales y 
anorexia. 
El linfoma renal puede aparecer como tumor primario, o asociado a las 
formas multicéntrica o digestiva. La sintomatología es inespecífica 
(anorexia, letargia, vómitos), y en ocasiones se presenta insuficiencia 
renal. La palpación abdominal puede revelar renomegalia uni o 
bilateral, y en el perfil bioquímico podemos detectar azotemia o 
hiperfosfatemia (Vanderhaar y col., 1998; Vail y col., 2007).  
 
o Linfoma alimentario o digestivo: afecta al tracto digestivo, en forma de 
masas únicas o múltiples, o como una infiltración gastrointestinal 
difusa. Puede existir o no afectación de los ganglios linfáticos 
mesentéricos, el hígado o el bazo. La sintomatología más frecuente es 
una sintomatología digestiva de tipo crónico (Vonderhaar y col., 1998; 
Guilford y col., 1996; Leibman y col., 2003). A partir de este punto 
vamos a dedicar el presente trabajo fundamentalmente a este tipo de 
linfoma. 
 
La forma más frecuente en el perro es el linfoma multicéntrico, que 
representa más del 84% de los linfomas; seguido por el linfoma alimentario, que 
es el segundo más frecuente, ya que constituye más del 7% de los linfomas 
caninos. El linfoma cutáneo representa alrededor del 6% de los linfomas de la 
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especie canina, y el mediastínico sobre el 3%. El linfoma extranodal es el menos 
frecuente (Moore y col., 2000; Vail, 2007; Gieger., 2011).   
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2.3 LINFOMA DIGESTIVO CANINO 
 
 
El linfoma digestivo primario es el más frecuente en el tracto 
gastrointestinal canino, aunque éste también puede estar afectado por el linfoma 
multicéntrico con afectación digestiva (Gieger, 2011). Así, Couto y colaboradores, 
en 1989, describen 15 perros con linfoma digestivo primario, frente a 5 con 
linfoma multicéntrico con afectación gastrointestinal. Rassnick y colaboradores, 
en 2009, publican resultados similares, describiendo 13 perros con un linfoma 
gastrointestinal primario, frente a 5 con un linfoma multicéntrico con afectación 
digestiva. 
 
 
2.3.1. ETIOLOGÍA 
 
La etiología del linfoma canino es desconocida. Se barajan una serie de 
factores predisponentes. Entre ellos encontramos factores genéticos, ya que se 
ha observado una agrupación ocasional de linfomas en perros emparentados, y 
una caracterización genotípica de perros con linfoma ha revelado que el 25% de 
ellos presentan trisomía en el comosoma 13 como anomalía cromosómica 
primaria, lo que se asoció con un mejor pronóstico (Teske y col., 1994; Hahn y 
col., 1994; Valli, 2007). Otros factores incluyen la exposición a ciertos herbicidas, 
como los que contienen ácido 2,4-diclorofenoxiacético; campos magnéticos de 
baja frecuencia y alta intensidad; la residencia en áreas industriales; o 
mutaciones en el gen supresor de tumores p53, factores que han sido asociados 
con diversas neoplasias en la especie humana (Vonderhaar, 1998; Vail y col., 
2007; Reif, 1995; Hayes y col., 1995; Kaneene y col., 1999; Jacobs y col., 2002).  
 
Se ha estudiado la actividad de retrovirus, identificados en cultivos 
celulares de linfoma canino, y su posible participación en la etiología de estas 
neoplasias. Sin embargo, se han identificado tanto en tejido linfoide neoplásico 
como sano, de modo que no existen datos que demuestren que desempeñan un 
rol en la etiología del linfoma en la especie canina (Madewell y col., 1985; Safran 
y col., 1992). 
 
En el caso del linfoma digestivo o alimentario, se ha observado de manera 
frecuente que el linfoma intestinal canino estaba acompañado o precedido por 
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una enteritis crónica linfoplasmocitaria de carácter grave (IBD), lo que sugiere 
una posible evolución de una  a otra enfermedad, que no ha sido demostrada 
(Hall y col., 2007; Dandrieux y col., 2008; Rodríguez-Franco y col., 2010; 
Washabau y col., 2010; Gieger, 2011). Esto ha sido observado también en el 
gato (Moore y col., 2005; Moore y col., 2012). En medicina humana, un tipo de 
linfoma de tipo T intestinal, el linfoma T asociado a enteropatía de tipo I, está con 
mucha frecuencia relacionado con la presentación de enfermedad celíaca 
(Swerdlow y col., 2008). Además, una de las complicaciones a largo plazo más 
temidas y controladas en medicina humana, tanto en la colitis ulcerosa como en 
la enfermedad de Crohn que afecta a colon (las dos presentaciones del IBD en 
medicina humana), es el desarrollo de un proceso neoplásico. Estos procesos 
neoplásicos asociados, en el caso de la enfermedad de Crohn comienzan como 
una displasia de la mucosa, que puede desarrollarse hacia un carcinoma (Turner, 
2010; Claessen y col., 2011). El IBD humano se ha relacionado con un aumento 
del riesgo de padecimiento de enfermedades linfoproliferativas (Claessen y col., 
2011), aunque estudios de población no han confirmado esta hipótesis (Lewis y 
col., 2001; Askling y col., 2005). 
 
 
2.3.2.  ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS  
 
El linfoma digestivo afecta principalmente a perros de mediana a avanzada 
edad, aunque la edad media es algo más baja que en otros tumores intestinales. 
El rango de edad es muy variable, encontrándose la mayoría de  los casos 
publicados entre 1,5 y 15 años, con una media alrededor de los 10 años, aunque 
existen publicaciones de casos de linfoma intestinal en perros jóvenes (Lowe y 
col., 2004; Kodama y col., 2009). En uno de los estudios más amplios del linfoma 
digestivo canino, Coyle y colaboradores, en 2004, describen una media de edad 
de 7,7 años, con un rango que oscila entre los 1,5 a los 14,7 años. Frank y 
colaboradores (2007) encuentran una media de edad de 8,2 años, con un rango 
de 3,2 a 13,2 años. Para Rassnick y colaboradores (2009) la media es de 10 
años, con un rango entre los 3 y los 15 años, similar al estudio de Ozaki y 
colaboradores (2006). Fukushima y colaboradores (2009) describen una media 
de 9 años, y un rango de 4 a 13 años. 
 
Si bien diversas neoplasias gastrointestinales son claramente más 
frecuentes en perros machos que en hembras, no está clara esta predisposición 
sexual en el linfoma digestivo. Se han publicado varios trabajos en los que esta 
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neoplasia es más frecuente en machos que hembras, con ratios de 19:11 (Frank 
y col., 2007), 10:8 (Rassnick y col., 2009), o 7:4 (Ozaki y col., 2006) pero sin 
llegar a ser esta diferencia significativa. Coyle y colaboradores (2004), sin 
embargo, encuentran un 52% de hembras en su estudio de 44 casos clínicos de 
linfoma gastrointestinal.   
 
Tampoco existe una predisposición racial clara al padecimiento del 
linfoma canino; aunque se ha sugerido una mayor incidencia de presentación de 
linfomas, sin hacer diferenciación anatómica, en ciertas razas como Bóxer, 
Sharpei, Setter, Cocker Spaniel, Scottish Terrier y Pastor Alemán (Vail y col., 
2007; Pastor y col., 2009; Fukushima y col., 2009). Un estudio realizado en 608 
casos de linfoma (incluyendo varias presentaciones anatómicas) diagnosticados 
en Francia durante un año, reveló que las razas Bóxer, Setter y Cocker Spaniel 
presentaban una prevalencia mayor. Encontraron, además, una asociación de la 
raza Bóxer y el linfoma tipo T y las razas Pastor Alemán y Rottweiler y el linfoma 
tipo B (Pastor y col., 2009). Sözmen y colaboradores (2005) también encuentran 
una predilección racial aparente para la raza Bóxer. 
 
En cuanto al linfoma digestivo, un trabajo realizado en 44 perros 
encuentra que esta neoplasia aparece con mayor frecuencia en las razas Bóxer 
y Sharpei, seguidas del Pastor Alemán, el Doberman Pinscher y el Labrador 
Retriever (Coyle y col., 2004). En el trabajo de Frank y colaboradores en 2007, al 
igual que en el de Rassnick y colaboradores en 2009, la raza más representada 
fue el Golden Retriever (Frank y col., 2007; Rassnick y col., 2009). 
 
 
2.3.3 LOCALIZACIÓN Y ASPECTO MACROSCÓPICO  
 
La localización más común del linfoma digestivo en el perro es el intestino 
delgado, seguido del estómago (puede presentarse en cualquier zona, aunque 
es más frecuente en antro pilórico) y el hígado (Rassnick y col., 2009; Coyle y 
col., 2004). Frank y colaboradores (2007) realizan un estudio retrospectivo a lo 
largo de nueve años, en el que incluyen 30 casos de linfoma gastrointestinal. La 
localización más frecuente fue también el intestino delgado (n = 13), seguido del 
estómago e intestino grueso (n = 5 en ambos), y con dos o más sitios afectados 
en los restantes siete casos. Sin embargo, se desconoce, dentro de intestino 
delgado, cuál es el tramo más frecuentemente afectado por este tipo de tumor, 
ya que no existen estudios al respecto. En el gato, hay estudios que describen 
como localización más frecuente el yeyuno, especialmente para el linfoma T, 
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aunque es frecuente que el proceso se extienda a varios segmentos intestinales. 
En el caso del linfoma B, es más frecuente en el estómago o en la unión ileo-
ceco-cólica (Moore y col., 2012). 
  
El linfoma digestivo puede presentarse en forma de masa aislada, varias 
masas, o bien de forma difusa en el tracto gastrointestinal, en cualquier 
localización de éste (Guildford y col., 1996; Vail y col., 2007). La forma más 
común de los linfomas en el perro suele ser diseminada y de alto grado de 
malignidad (Valli, 2007), o en forma de masas pero con un engrosamiento 
generalizado de la pared intestinal y una disminución de la luz intestinal (Pastor y 
col., 2009). Se ha observado ulceración en la mucosa hasta en la mitad de los 
casos de linfoma intestinal (Valli, 2007). Puede o no aparecer afectación de los 
ganglios linfáticos mesentéricos, así como de hígado, bazo o riñón (Guildford y 
col., 1996; Vonderhaar y col., 1998).  
 
 
2.3.4 SINTOMATOLOGÍA CLÍNICA  
 
Los signos clínicos más frecuentes en los perros con linfoma digestivo 
varían desde síntomas inespecíficos como anorexia o letargia, hasta signos 
digestivos más graves que incluyen pérdida de peso, vómitos, diarrea, y melena 
(Couto y col., 1989; Tams, 2003; Miura y col., 2004; Ozaki y col., 2006; Frank y 
col., 2007; Hall y col., 2007). Cuando se encuentran afectados tramos de 
intestino grueso puede aparecer también tenesmo y disquecia. En la exploración 
física es común encontrar engrosamiento de las asas intestinales, 
linfadenopatías mesentéricas o dolor a la palpación abdominal, o mucosas 
pálidas.  
 
Generalmente, se trata de síntomas crónicos, que responden mal a 
tratamiento sintomático (Leibman y col., 2003). Frank y colaboradores (2007) 
describen el vómito crónico como síntoma más frecuente, seguido de diarrea, 
anorexia, y pérdida de peso y letargia, que ambas comparten frecuencia, similar 
a lo que describen otros autores (Rassnick y col., 2009). En el estudio de Miura y 
colaboradores (2004), el signo clínico más frecuente es, sin embargo, la pérdida 
de peso, seguida de diarrea, y después por vómitos y anorexia, ambas con la 
misma frecuencia, aunque las diferencias en los diferentes signos clínicos son 
pequeñas. 
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En la analítica sanguínea podemos encontrar anemia, debida 
generalmente a un sangrado digestivo, y/o leucocitosis con neutrofilia, que suele 
asociarse a lesiones erosivas o ulcerativas intestinales, o a un sobrecrecimiento 
bacteriano secundario. Además, en la bioquímica sanguínea puede aparecer 
hipoproteinemia, debido a una enteropatía perdedora de proteínas, con 
cocientes de albúmina/globulina cercanos a 1 (Leibman y col., 2003). Frank y 
colaboradores (2007) describen la presencia de hipoproteinemia en 20 de 30 
casos, de anemia en 11, y de leucocitosis en 13. Sin embargo, hay autores que 
no encuentran anemia en los linfomas digestivos que estudian, aunque el 
porcentaje de leucocitosis con neutrofilia es muy similar al del trabajo de Frank y 
colaboradores (Miura y col., 2004). Rassnick y colaboradores (2009) describen la 
presencia de hipoproteinemia (hipoalbuminemia) en el 61% de los casos, 
resultados similares a los obtenidos por Frank y colaboradores en 2007, y que 
contrastan con los hallados por Miura y colaboradores (2004), en los que se 
reduce al 42,9%. 
 
Además de estos síntomas y hallazgos laboratoriales, pueden aparecer 
otros signos en las pruebas diagnósticas que se realicen, que se tratarán más 
pormenorizadamente en el siguiente apartado.  
 
 
2.3.5  DIAGNÓSTICO  
 
El diagnóstico del linfoma intestinal se basa en el estudio histopatológico 
de biopsias intestinales. Antes de realizar la toma de biopsias debe seguirse un 
protocolo diagnóstico que es muy similar al que se utiliza para la enfermedad 
inflamatoria crónica intestinal. 
 
En primer lugar, hay diferentes patologías que pueden cursar con unos 
signos clínicos iniciales similares a los que se observan en el linfoma alimentario 
canino. Por ello, es esencial realizar un protocolo diagnóstico completo y 
sistemático para descartar una serie de patologías (Guilford y col., 1996; Tams, 
2003; Hall y col., 2007).  
 
Entre estas patologías nos encontramos los errores dietéticos (ingesta de 
huesos, hierba, cualquier tipo de comida inadecuada, etc). Las causas dietéticas 
se descartan mediante una anamnesis rigurosa a los propietarios. Algunas 
enfermedades sistémicas, como la insuficiencia renal crónica, el 
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hiperadrenocorticismo o el hipotiroidismo pueden dar lugar a sintomatología 
digestiva crónica. Para descartarlas, se debe realizar una exploración física 
completa de los animales, una analítica sanguínea, y, en caso necesario, un 
análisis de orina. Las enfermedades producidas por protozoos, cestodos o 
nematodos producen también signos digestivos crónicos que pueden ser 
similares a los que aparecen en el linfoma digestivo canino. Para descartarlas se 
debe realizar un análisis coprológico seriado de tres días consecutivos en busca 
de parásitos. El análisis parasitológico de heces suele dar negativo en el linfoma 
digestivo canino. La insuficiencia pancreática exocrina debe descartarse en 
casos de diarrea crónica y pérdida de peso. La raza o la edad de los animales 
son datos de utilidad en este caso, pero para el diagnóstico se requiere la 
realización de pruebas que valoren la funcionalidad del páncreas exocrino, como 
la quimotripsina fecal en heces (prueba orientativa), o la T.L.I (trypsin-like 
immunoreactivity) en sangre, que es una prueba diagnóstica complementaria 
que da una mayor información sobre el padecimiento o no de insuficiencia 
pancreática exocrina. 
 
Para el diagnóstico de un linfoma digestivo se debe comenzar por una 
anamnesis completa para detectar presencia de vómito crónico, pérdida de peso, 
diarrea crónica, anorexia, etc. Se realizarán una serie de preguntas específicas 
en los casos de diarrea crónica para identificar el tramo intestinal afectado (Tams, 
2003; Hall y col., 2007). 
 
Se debe seguir con una exploración física general que incluya palpación 
abdominal y palpación rectal. En las mucosas puede en ocasiones detectarse 
palidez indicadora de anemia, o pruebas de insuficiencias orgánicas importantes 
como pueden ser ictericia o úlceras urémicas en la mucosa oral. Se puede, 
además, valorar el grado de delgadez del animal (Tams, 2003; Hall y col., 2007). 
 
La palpación abdominal es importante, ya que puede revelar 
organomegalias, engrosamientos de la pared de las asas intestinales o 
linfadenopatías mesentéricas, que deben confirmarse después mediante 
diagnóstico por imagen. También permite la detección de dolor abdominal 
(German, 2005; Hall y col., 2007). Algunos autores recomiendan, incluso, repetir 
la palpación abdominal previo a la exploración endoscópica,  ya que al estar el 
animal bajo anestesia general se puede obtener información adicional que pueda 
pasar desapercibida con el animal despierto (Tams, 2003). Existen pocas citas 
bibliográficas que hagan referencia a estos datos en los linfomas 
gastrointestinales caninos. Así, algunos autores describen la presencia de dolor 
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a la palpación abdominal en 5 de 30 casos, y de mucosas pálidas en 7 de 30 
casos de linfoma gastrointestinal. (Frank y col., 2007). 
 
Es  necesaria, después, la realización de un análisis de sangre que 
incluya un hemograma completo y una bioquímica sanguínea, para descartar 
enfermedades sistémicas que cursen con síntomas similares al linfoma digestivo 
y puedan descartarse de esta manera, como pueden ser una insuficiencia renal 
crónica, hipotiroidismo, etc. Se pueden observar alteraciones hematológicas 
tanto en el linfoma digestivo como en la enfermedad inflamatoria crónica 
intestinal (Tams, 2003; German, 2005; Hall y col., 2007). 
 
Entre las alteraciones más frecuentes en el hemograma en los pacientes 
con linfoma gastrointestinal está la presencia de anemia, normocítica, 
normocrómica regenerativa, reflejo de las úlceras digestivas y la pérdida de 
sangre con las heces  (Tams, 2003; German, 2005; Hall y col., 2007; Vail y col., 
2007; Miller y col., 2009). La presencia de anemia, en el linfoma multicéntrico, 
afecta al 30-50 % de los casos (Madewell y col., 1986; Abbo y col., 2007; 
Gavazza y col., 2008). En el caso del linfoma intestinal, encontramos porcentajes 
similares, del 37% en el estudio de Frank y colaboradores (Frank y col., 2007), 
aunque Miura y colaboradores no encuentran ningún caso de anemia entre los 
siete linfomas gastrointestinales que estudian (Miura y col., 2004). También se 
han descrito, en algunos casos, variaciones en el recuento leucocitario, 
presentándose tanto leucocitosis como leucopenia en casos de linfoma 
multicéntrico (Teske y col., 1994). La existencia de leucocitosis con neutrofilia es 
relativamente frecuente, por un sobrecrecimiento bacteriano secundario a la 
enfermedad intestinal (Tams, 2003). En el linfoma gastrointestinal la mayoría de 
autores coinciden en que la leucocitosis con neutrofilia aparece en torno al 40% 
de los casos (Miura y col., 2004; Frank y col., 2007). 
  
Es frecuente también la presencia de hipoproteinemia. Se trata de una 
panhipoproteinemia, con cociente albúmina/globulina en torno a 1, a causa de 
una enteropatía perdedora de proteínas. En el linfoma alimentario canino se 
considera la alteración bioquímica más frecuente, apareciendo el 61-80% de los 
casos (Fran, y col., 2007; Rassnick y col., 2009; Gieger, 2011), aunque hay 
estudios con porcentajes algo más bajos (Miura y col., 2004). 
 
En el caso del linfoma digestivo, las alteraciones en la bioquímica sérica 
pueden ser, muchas veces, reflejo de la localización anatómica del tumor. Puede 
aparecer aumento de las enzimas específicas del hígado o la bilirrubina cuando 
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existe afectación de éste; así como elevación de urea y creatinina sérica debida 
a la infiltración renal del tumor, nefrosis hipercalcémica, o a deshidratación (Vail 
y col., 2007). La hipercalcemia, como parte del síndrome paraneoplásico, se ha 
asociado frecuentemente al linfoma canino, describiéndose entre el 10 y el 20% 
de los perros con linfoma multicéntrico y en hasta el 40% de los perros con 
linfoma mediastínico; sin embargo, no es común en el linfoma digestivo 
(Madewell y col., 1985; Olgivie y col., 1995; McEwen y col., 1996; Vonderhaar y 
col., 1998; Vail y col., 2007; Gieger, 2011). 
 
En cuanto al diagnóstico por imagen, la radiología no ofrece muchos datos 
específicos para esta enfermedad. Se utiliza preferentemente para descartar 
otras alteraciones, más que para diagnosticar esta patología en concreto. Incluso 
se considera que la interpretación radiológica debe hacerse con cautela, por la 
posibilidad de que se consideren hallazgos positivos falsos (Leibman y col., 
2003). En el linfoma alimentario, cuando aparece de forma infiltrativa y difusa, 
podemos encontrar un patrón de densidad gas/líquido anormal, con o sin 
dilatación intestinal, aunque en muchos casos la radiografía no mostrará 
hallazgos significativos (Riedesel, 2007). En importante señalar que la 
radiografía simple no permite valorar adecuadamente el grosor de la pared del 
intestino, dado que es posible confundir un falso engrosamiento de la pared con 
una pared normal con contenido líquido o moco en la luz intestinal (García y col., 
2010). 
 
La ecografía abdominal es más adecuada para la valoración de esta 
enfermedad. Es importante para orientar el diagnóstico, y también para 
determinar la extensión del proceso, ya que pueden revelar la afectación de 
ganglios mesentéricos y sublumbares, así como del bazo y del hígado (Bradley, 
2009; Gaschen y col., 2011). 
 
En la evaluación ecográfica del tracto digestivo se deben valorar los 
siguientes parámetros: el engrosamiento de la pared intestinal,  la posible 
pérdida de diferenciación de capas, la ecogenicidad de las capas, la motilidad 
intestinal, la ecogenicidad peri-intestinal y la presencia de líquido libre, la 
presencia de linfoadenopatías regionales y la distribución de la enfermedad en 
focal, multifocal y difusa (Gaschen y col., 2011).  
 
Existen trabajos que valoran el grosor normal de la pared intestinal de 
perros y gatos, que nos pueden servir como comparación. En el caso de la 
especie canina, en el segmento que corresponde a duodeno el grosor de la 
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pared es menor o igual a 6mm en perros de raza grande (>30kg), menor o igual 
a 5,3mm en perros de 20-30kg, y menor o igual a 5,1mm en perros de menos de 
20kg de peso  (Newell y col., 1999; Goggin y col., 2000; Delaney y col., 2003; 
Konde y col., 2003; Díez, 2010). 
 
En el linfoma alimentario, los cambios pueden ser difusos, como suele 
ocurrir en el IBD, o bien puede aparecer como una masa solitaria, hipoecogénica 
y con una pérdida de diferenciación de capas, tanto en el perro como en el gato 
(Penninck y col., 1998). Se considera que el linfoma es la causa neoplásica más 
común de infiltración difusa de la pared intestinal con una apariencia muy similar 
a la que se observa en la enfermedad inflamatoria crónica intestinal. Es 
frecuente, también, la aparición de linfadenopatías regionales, con unos ganglios 
linfáticos redondeados, hipoecogénicos y aumentados de tamaño (Bradley, 
2009; Gaschen y col., 2011).  
 
Los hallazgos ecográficos pueden, más que diagnosticar la enfermedad, 
confirmar la necesidad de un estudio histopatológico mediante la toma de 
biopsias de las zonas afectadas. La endoscopia digestiva o bien la realización de 
una laparotomía exploratoria suelen ser los métodos más eficaces de obtención 
de biopsias para el diagnóstico del linfoma intestinal. La ecografía abdominal 
puede confirmar que la localización de las lesiones se encuentra en una zona al 
alcance de una exploración endoscópica (Rodríguez-Franco y col., 2010; 
Washabau y col., 2010). 
 
El aspecto endoscópico de las lesiones en un linfoma digestivo puede ser 
en forma de masa o, más frecuentemente, de forma difusa, afectando a grandes 
porciones del intestino delgado, con la apariencia de una mucosa más o menos 
irregular, incluso de aspecto adoquinado, que puede recordar, en muchos casos, 
a las lesiones presentes en la enfermedad inflamatoria crónica intestinal (Roth y 
col., 1990; Miura y col., 2004; Tams, 2003). Existen trabajos que describen que 
el grado de alteraciones macroscópicas no se corresponden con el grado de 
lesiones histopatológicas (Roth y col., 1990), por lo que se debe tomar con 
cautela la imagen endoscópica, hasta que no se cuente con los resultados de la 
anatomía patológica. No existen muchos estudios disponibles que evalúen la 
imagen endoscópica del linfoma intestinal. 
 
Como se ha comentado, para el diagnóstico, tanto del linfoma intestinal 
como del IBD, es necesario el estudio histopatológico de biopsias que sean 
adecuadas y representativas. Éstas pueden obtenerse mediante endoscopia 
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digestiva superior, o utilizando otras técnicas, que se tratan en el siguiente 
apartado. 
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2.4 TOMA DE BIOPSIAS: ENDOSCOPIA DIGESTIVA vs. 
LAPAROTOMÍA 
 
 
En general, para el diagnóstico de cualquier neoplasia es necesario tomar 
muestras que sean adecuadas, representativas y que estén correctamente 
conservadas. Existen varias técnicas para la toma de muestras: biopsia 
(obtenida mediante endoscopia o laparotomía), o citología (Stricker y col., 2010). 
La técnica de aspiración con aguja fina guiada por ecografía se utiliza, en el caso 
del linfoma, para obtener muestras de ganglios linfáticos, o en grandes masas 
palpables o fácilmente accesibles, ya que supone un método más rápido y poco 
invasivo, que entraña mínimos riesgos para el paciente (Bonfanti y col., 2004). 
Existen diferentes puntos de vista en cuanto a la exactitud del diagnóstico 
citológico de neoplasia (Frank y col., 2007). En un estudio realizado en tumores 
gastrointestinales, el diagnóstico citológico fue consistente con el diagnóstico 
histológico de biopsias posteriores en sólo el 72% de los casos (Bonfanti y col., 
2006). Sin embargo, hay autores que proponen la citología, incluyendo técnicas 
inmunohistoquímicas, como técnica de elección en el diagnóstico del linfoma 
canino (Sapierzynski y col., 2010). En general, aunque es preferible realizar 
histología para observar la morfología celular y clasificar las lesiones, la citología 
se define como una técnica aceptable de diagnóstico en el caso del linfoma 
multicéntrico (Vail, 2001). 
 
En el linfoma intestinal la técnica de aspiración con aguja fina guiada por 
ecografía no tiene buenos resultados, siendo la técnica de biopsia de mayor 
valor diagnóstico. La toma de biopsias en el linfoma intestinal se puede realizar, 
fundamentalmente, por dos métodos: por laparotomía y mediante endoscopia 
digestiva.  
 
La laparotomía permite la obtención de biopsias de tipo transmural, que 
incluyen todas las capas de la pared intestinal, desde la mucosa hasta la serosa, 
favoreciendo una evaluación exhaustiva por parte de los patólogos. Además, 
permite la obtención de biopsias de ganglios mesentéricos, así como de otros 
órganos como el hígado o el páncreas, en caso necesario. Sin embargo, la 
cirugía requiere un tiempo de anestesia mayor que la endoscopia, y es un 
proceso mucho más invasivo, que requiere mayores períodos de recuperación, 
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que pueden ser peligrosos en animales debilitados por su enfermedad (Tams, 
2003). 
 
La endoscopia digestiva, por el contrario, es un método mínimamente 
invasivo para la detección de masas en la luz del estómago, intestino delgado 
proximal, colon y recto, así como para la toma de biopsias. Permite una toma de 
biopsias con mínimas alteraciones para el paciente, minimizando el riesgo de 
perforación y peritonitis sépticas, comparado con la cirugía. Además, es un 
procedimiento rápido, con un período corto de anestesia y una rápida 
recuperación, conllevando incluso un menor coste económico para el propietario 
que la cirugía (Washabau y col., 2010). Es también una buena alternativa para la 
obtención de biopsias en casos de enteropatías con pérdida de proteínas, en los 
que las zonas de obtención de biopsias excisionales podrían tardar cierto tiempo 
en cicatrizar, teniendo en cuenta que dos de las causas más frecuentes de esta 
circunstancia son el linfoma intestinal y el IBD (Tams, 2003).  
 
La endoscopia digestiva permite la visualización de la mucosa intestinal, 
de forma que se pueden elegir los sitios en los que tomar las biopsias, así como 
tomar múltiples biopsias de diferentes localizaciones, incrementando la detección 
de enfermedades con una distribución multifocal. Esta técnica requiere que el 
endoscopista tenga experiencia (Tams, 2003; Willard, 2010; Washabau y col., 
2010). Willard y colaboradores, en 2008, describen las muestras endoscópicas 
de duodeno de tipo “superficial”, como las que presentan por lo menos una 
vellosidad con su lámina propia subyacente; “inadecuadas” las que presentan 
menos, mientras que consideran “adecuadas” las biopsias que incluyen tres 
vellosidades y se extienden hasta la muscular de la mucosa (Willard y col., 2008).  
 
Es importante que el procesado de las muestras se realice de forma 
adecuada y cuidadosa y, sobre todo, que la orientación de las muestras permita 
la correcta evaluación de las mismas, para lo que es necesario un técnico 
cualificado, ya que si no se corre el riesgo de observar sólo el ápice de las 
vellosidades y no ver suficiente lámina propia como para poder emitir un 
diagnóstico. Incluso, la variabilidad en las tinciones con hematoxilina y eosina, 
puede dificultar la identificación de células como eosinófilos y neutrófilos (Willard, 
2010). 
 
Sin embargo, la endoscopia también presenta ciertas limitaciones. Como 
ya se ha mencionado, en cuanto a la profundidad de las biopsias, ya que 
mediante este método sólo es posible alcanzar la lámina propia, y existen 
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linfomas localizados en zonas profundas. Por otro lado, se pueden obtener 
muestras de estómago, duodeno, íleon y colon, pero no de yeyuno (Willard, 
2010). A este respecto, es importante señalar las diferencias en el diagnóstico 
que aparecen de unas regiones a otras, como ponen de manifiesto Casamian-
Sorrosal y colaboradores, en su trabajo en biopsias de íleon y duodeno (tanto 
endoscópicas como quirúrgicas) en la especie canina, encontrando que sólo el 
27% de los 30 casos incluidos en el estudio presentan el mismo diagnóstico 
histopatológico en ambas localizaciones (Casamian-Sorrosal y col., 2010). Estas 
diferencias se han demostrado recientemente también en la especie felina (Scott 
y col., 2011). 
 
Las limitaciones en el diagnóstico de biopsias endoscópicas frente a 
biopsias obtenidas por laparotomía se han puesto de manifiesto en la especie 
felina. En un estudio en 22 gatos de los que se tomaron biopsias endoscópicas 
previas a la toma de biopsias por laparotomía, cuatro de los casos se 
diagnosticaron erróneamente de IBD con el estudio de las biopsias endoscópicas, 
cuando la biopsia excisional evidenció un linfoma intestinal (Evans y col., 2006). 
Otros estudios ponen de manifiesto las dificultades en el diagnóstico de biopsias 
endoscópicas en esta especie (Barrs y col., 2012; Moore y col., 2012). 
 
En la especie canina, Kleinschmidt y colaboradores, señalan que las 
biopsias quirúrgicas o transmurales de estómago e intestino son de gran ayuda 
en el diagnóstico de perros con síntomas gastrointestinales crónicos, 
especialmente en los casos de linfoma intestinal (Kleinschmidt y col., 2006). La 
misma conclusión ha sido alcanzada para la especie felina (Kleinschmidt y col., 
2010). 
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2.5 CLASIFICACIÓN HISTOLÓGIA DE LOS LINFOMAS 
APLICADA A LA ESPECIE CANINA 
 
 
A lo largo del tiempo, se han utilizado diversas clasificaciones de los 
linfomas caninos, basadas en las existentes para medicina humana, como las de 
Rappaport (1966), Kiel (Lennert y col., 1975; Lennert y col., 1992), Working 
Formulation (Nacional Cancer Institute, 1982), o la REAL - Revised European 
American Classification of Lymphoid Neoplasms (Harris y col., 1994); y, 
posteriormente, la OMS -Organización Mundial de la Salud- (Harris y col., 1997; 
Harris y col., 1999). 
 
Clasificación de Rappaport 
 
La clasificación de Rappaport (1966) se propuso antes de de que se 
utilizasen los antígenos de superficie para identificar el linaje de las poblaciones 
linfocitarias, y  ha caído actualmente en desuso. En la especie canina, Teske y 
colaboradores (1974) estudian 114 linfomas que clasifican, según la clasificación 
de Rappaport, como histiocíticos, linfocíticos pobremente diferenciados, y mixtos 
histiocíticos y linfocíticos. 
 
Clasificación de Kiel 
 
En los años 70, tras el descubrimiento de de los marcadores de superficie 
para la diferenciación de los linfocitos (Shevach y col., 1973; Jaffe y col., 1977), 
varios grupos de patólogos de medicina humana publican propuestas para la 
clasificación de los linfomas (Lukes y col., 1974; Gerard-Marchant y col., 1974; 
Bennet y col., 1974; Lennert y col., 1975). La más significativa de éstas fue la 
clasificación de Kiel, que se describió primero en 1975 (Lennert y col., 1975), y 
se completó en el año 1978, en un monográfico publicado por Lennert y 
colaboradores, para ser actualizada de nuevo en 1992 (Lennert, 1978; Lennert y 
col., 1992). 
 
La clasificación de Kiel ha sido muy utilizada, tanto en medicina humana 
como en la especie canina, y es la siguiente: 
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 Linfomas de células B: 
1. Linfomas de bajo grado:  
- Células pequeñas: linfocítico, linfoplasmacífico, prolinfocítico 
y centrocítico. 
- Centroblástico-centrocítico 
- De células macronucleadas de mediano tamaño. 
2. Linfomas de alto grado: 
- Centroblástico (monomórfico y polimórfico). 
- Linfoblástico 
- Inmunoblástico 
- De células pequeñas inclasificable (tipo Burkitt y 
plasmocitoide). 
 Linfomas de células T 
1. Linfomas de bajo grado: 
- De células pequeñas: células claras, prolinfocítico y 
pleomórfico de células pequeñas. 
- Micosis fungoide 
2. Linfomas de alto grado: 
- Pleomórfico, mixto, de células pequeñas y grandes 
- Pleomórfico de células grandes 
- Inmunoblástico 
- Inclasificable plasmocitoide 
- Linfoblástico 
 
Esta clasificación, especialmente extendida en Europa, fue aplicada a la 
especie canina por Teske en 1974 y después por Valli en 1981, y se ha seguido 
utilizando en estudios relativamente recientes (Fournel-Fleury y col., 2002; 
Sözmen y col., 2005; Ponce y col., 2004; Sokolowska y col., 2005; Ponce y col., 
2010; Saperzynski y col., 2010). Se trata de una clasificación extensa que, en su 
versión actualizada, divide por primera vez los linfomas en linfomas de células B 
y de células T y, por lo tanto, sólo puede utilizarse cuando se han realizado 
técnicas especiales para detectar el inmunofenotipo de los linfomas (Teske y col., 
1994; Kiupel y col., 1999). Las neoplasias se agrupan según rasgos histológicos 
en linfomas de alto grado (predominan las células grandes, llamadas “-blastos”), 
y de bajo grado (predominan las células pequeñas, llamadas “-citos”). Pese a ser 
muy utilizada en Europa, tuvo escasa difusión en Estados Unidos (Jaffe y col., 
2008).   
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Fournel-Fleury y colaboradores, en 2002, estudian 46 casos de linfoma 
multicéntrico canino tipo T y encuentran 13 linfomas de bajo grado y 33 de alto 
grado, según la clasificación de Kiel. Entre los de bajo grado, cinco eran de 
células pequeñas claras, tres eran pleomórficos de células pequeñas, y cinco 
micosis fungoides. Entre los de alto grado, once eran pleomórficos mixtos de 
células grandes y pequeñas, seis pleomórficos de células grandes, once 
linfoblásticos y cinco inclasificables plasmocitoides. Coincidiendo con el estudio 
de Fournel-Fleury del año 2002, Sözmen y colaboradores, en 2005, encuentran 
también una predominancia de los linfomas de alto grado sobre los de bajo 
grado, según la clasificación de Kiel: entre los linfomas de tipo B, 6 son de bajo 
grado (12%)  y 26 de alto grado (52%), y entre los de tipo T, 2 son de bajo grado 
(4%) y 14 son de alto grado (28%). Sapierzynski y colaboradores (2010) realizan 
un estudio en el  encuentran un 86% de linfomas de alto grado, frente a un 14% 
de bajo grado. Las muestras de estos trabajos habían sido obtenidas mediante 
aspirados con aguja fina o biopsias de ganglios linfáticos, y en ninguno de ellos 
se incluían linfomas gastrointestinales. 
 
Clasificación de la Working Formulation 
 
Al mismo tiempo que surgían estas clasificaciones se avanzaba también, 
sobre todo en medicina humana, en el conocimiento de las neoplasias a nivel 
clínico, y en los protocolos de tratamiento, de forma que se puso de manifiesto el 
comportamiento heterogéneo entre los distintos tipos de linfoma (Van y col., 
1975; Rosenberg y col., 1975). Se realizaron varios encuentros entre patólogos, 
para tratar de llegar a un consenso y a un criterio común, hasta que el National 
Cancer Institute (EE.UU.) dirigió un estudio para evaluar las clasificaciones 
publicadas hasta el momento. Ninguna de las clasificaciones parecía ser 
claramente mejor, y los patólogos no conseguían llegar a un acuerdo. De todo 
esto surgió una nueva clasificación que reunía todas las anteriores, la 
clasificación de la Working Formulation (National Cancer Institute, 1982). Esta 
clasificación divide a los linfomas en bajo, intermedio y alto grado;  y, a su vez, 
dentro de estos tres grados, establece diferentes categorías, atendiendo a la 
arquitectura, al índice mitótico y al tipo celular. Además, clasificaba los linfomas 
en función del comportamiento clínico, pensando en el manejo de los pacientes. 
Esta clasificación no incluyó el inmunofenotipo, ya que en aquel entonces se 
consideraba fuera del alcance de la mayoría de laboratorios de patología. Se 
trató de unificar categorías y, por ello, las nuevas categorías eran bastante 
heterogéneas. Muchos consideran que esta clasificación supuso un paso hacia 
atrás frente a la clasificación de Kiel, ya que hacía distinciones que no podían 
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validarse, basadas en diferenciaciones morfológicas cuestionables, los grupos 
clínicos no pudieron ser confirmados, y además no tenía en cuenta el 
inmunofenotipo. Esta clasificación se hizo más popular entre los clínicos, y se 
utilizó en muchos centros de Estados Unidos para ensayos clínicos. Sin embargo, 
la clasificación de Kiel siguió siendo la más utilizada en Europa y Asia, lo que 
causó problemas para patólogos y clínicos a la hora de interpretar resultados de 
los estudios publicados (Jaffe y col., 2008). 
 
La clasificación de la Working Formulation también ha sido utilizada en la 
especie canina (Teske y col., 1974; Carter y col., 1986). Se extendió sobre todo 
por Norteamérica (Greenlee y col., 1990). Greenlee y colaboradores, en 1990, 
estudiaron 176 casos de linfoma canino que clasificaron según lo descrito en 
medicina humana en las clasificaciones de Kiel y Working Formulation, 
concluyendo que la clasificación de Kiel fue la más útil para aplicar a la especie 
canina. 
 
Pese a que algunos autores todavía hacen referencia a la clasificación de 
la Working Formulation (Guija de Arespacochaga y col., 2007), ha caído 
prácticamente en desuso. En el estudio de Guija de Arespacochaga y 
colaboradores, en 2007, en 82 casos de linfoma multicéntrico canino predominan 
los linfomas difusos (99%), sobre los foliculares; y los de grado intermedio son 
los más frecuentes (61%), seguidos por los de alto grado (23%), resultados que 
coinciden con trabajos previos (Teske y col., 1974; Greenlee y col., 1990; Teske 
y col., 1994; Fournel-Fleury y col., 1997). 
 
En las clasificaciones de Rappaport, Working Formulation y Kiel 
actualizada no se hace ninguna referencia a los linfomas digestivos, y los 
trabajos que las utilizan en el perro, estudian linfomas multicéntricos. 
 
Clasificación de la REAL (revisada para Europa y América) 
 
En el año 1991 se forma un grupo internacional de patólogos de medicina 
humana para el estudio de los linfomas (International Lymphoma Study Group) 
que, en el año 1994, publicará una clasificación para los linfomas a nivel 
internacional, revisada para Europa y América (REAL) (Harris y col., 1994). En 
realidad, esta nueva clasificación sigue los criterios y nace a partir de la de Kiel, 
clasificando los linfomas en tipo B y tipo T, con algunas modificaciones, e 
incluyendo nuevas entidades. Utiliza rasgos morfológicos, inmunofenotipo, 
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rasgos genéticos y presentación clínica. Esta clasificación surge del consenso de 
los 19 miembros del International Lymphoma Study Group, basándose 
únicamente en datos publicados, y en entidades que estuviesen descritas y 
validadas en más de una publicación. Por ello, en la creación de esta 
clasificación se acepta que hay algunas categorías muy amplias que no podían 
resolverse con el conocimiento existente hasta el momento, como el linfoma B 
difuso de células grandes o el linfoma T periférico. Con esta clasificación se 
reconoce a los linfomas como un grupo heterogéneo de enfermedades, y se 
pretendía que cada tipo de linfoma fuese identificado como una enfermedad, 
más que como una única enfermedad con un amplio espectro de grados 
histológicos y presentaciones clínicas. En la clasificación de la REAL se podían 
establecer gradaciones en una entidad concreta, como por ejemplo el linfoma 
folicular, pero no a lo largo de un rango de diferentes enfermedades (Jaffe y col., 
2008). Publicaciones posteriores avalan los principios de la clasificación de la 
REAL (The non-Hodgkin´s Lymphoma Classification Project, 1997). 
 
Clasificación de la Organización Mundial de la Salud (OMS) 
 
Poco tiempo después de publicarse la clasificación de la REAL, la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) decide actualizar la clasificación de las 
neoplasias hematopoyéticas y del sistema linfoide para su serie de “libros 
azules” de Clasificación de Tumores. Esta tarea la lleva a cabo la Sociedad de 
Hematopatología y la Asociación Europea de Hematopatología, a lo largo de 
siete años con el propósito de llegar a un consenso. Finalmente la OMS adoptó 
casi intacto el sistema de clasificación de la REAL para medicina humana (Harris 
y col., 1997; Harris y col., 1999), con revisiones posteriores de esta clasificación 
(Hamilton y col., 2000; Swerdlow y col., 2008; Bosman, 2010), que han incluido 
nuevas entidades, se han reconocido pequeñas poblaciones linfoides clonales, y 
se han identificado enfermedades caracterizadas por la afectación de regiones 
anatómicas específicas. 
 
En el año 2002 la OMS publica la clasificación revisada para el linfoma en 
Europa y América (REAL) para los animales domésticos (Valli y col., 2002). La 
clasificación es la siguiente: 
 
1. Neoplasias linfoides de células B: 
 Neoplasias de precursores de células B: 
o Leucemia /linfoma linfoblástico de células B. 
 Neoplasias de células B maduras: 
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o Leucemia / linfoma linfocítico crónico de células B.  
o Linfoma linfocítico de tipo intermedio de células B (LLI). 
o Linfoma linfoplasmacítico (LPL). 
o Linfomas foliculares.  
o Linfoma extranodal de la zona marginal de tejido linfoide 
asociado  a las mucosas (linfoma MALT). 
o Leucemia de células pilosas.  
o Tumores plasmacíticos: 
 Plasmacitoma indolente. 
 Plasmacitoma anaplásico. 
 Mieloma de células plasmáticas. 
o Linfomas de células B grandes: 
 Linfoma B rico en células T.  
 Linfoma inmunoblástico de células grandes. 
 Linfoma B difuso de células grandes. 
 Linfoma tímico de células B. 
 Linfoma intravascular de células B. 
o Linfoma tipo Burkitt. 
 Linfoma B de alto grado tipo Burkitt. 
 
2. Neoplasias linfoides de células T y NK (Natural Killer): 
 Neoplasias de precursores de células T: 
o Leucemia/linfoma linfoblástico de células T. 
 Neoplasias de células T y NK maduras: 
o Desórdenes linfoproliferativos de linfocitos grandes 
granulares  (LGL): 
 Leucemia linfocítica crónica de células T. 
 Leucemia /linfoma LGL de células T. 
 Leucemia linfocítica crónica de células NK. 
o Neoplasias cutáneas de células T: 
 Linfoma cutáneo epiteliotrópico.  
 Linfoma cutáneo no epiteliotrópico. 
o Linfoma extranodal /periférico de células T: 
o Linfoma / leucemia de células T adultas. 
o Linfoma angioinmunoblástico. 
o Linfoma angiotrópico: 
 Linfoma angiocéntrico. 
 Linfoma angioinvasivo. 
o Linfoma intestinal de células T. 
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o Linfoma anaplásico de células grandes (ALCL). 
 
3.  Tumores (miscelánea):  
 Linfoma tipo Hodgkin. 
 
Varios trabajos utilizan la clasificación de la OMS en los linfomas 
multicéntricos caninos, basándose para la clasificación en los criterios de tamaño 
celular, forma del núcleo, número, tamaño y distribución de nucleolos, densidad 
de la cromatina y tamaño del citoplasma, como ocurría en la clasificación para 
medicina humana (Sueiro y col., 2004; Lurie y col., 2008; Vezzali y col., 2010; 
Ponce y col., 2010). Recientemente se publica un trabajo muy exhaustivo con la 
clasificación de la OMS para los linfomas caninos, incluyendo un total de 43 tipos 
de linfoma B y T (Valli y col., 2011). En este trabajo se evalúan 300 casos de 
linfoma multicéntrico por 20 patólogos experimentados, tratando de llegar a 
consensos, evaluando una serie de parámetros: patrón difuso o nodular, tamaño 
nuclear, morfología del núcleo, índice mitótico e inmunofenotipo. En este trabajo 
tratan de establecer unos criterios claros de clasificación de cara a futuros 
estudios pronóstico.  
 
De la clasificación del linfoma digestivo canino se va a hablar más 
adelante. 
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2.6  EL LINFOMA INTESTINAL EN MEDICINA HUMANA 
 
 
Los linfomas alimentarios en medicina humana son más frecuentes en el 
estómago, seguido de intestino delgado y, por último, de intestino grueso (Koch y 
col., 2001; Burke y col., 2011; Arora y col., 2011). En intestino delgado, el tramo 
afectado con más frecuencia es la zona ileocecal, seguida de íleon y duodeno 
(Koch y col., 2001; Kohno y col., 2003; Radic-Kristo y col., 2010). 
 
En el caso de los linfomas de intestino delgado, la OMS (Hamilton y col., 
2000; Ridell y col., 2003; Jaffe y col., 2009; Bosman, 2010), los clasifica en:  
 
 Linfoma T- intestinal, incluyendo linfoma T no asociado a 
enteropatía, con varias variantes, y linfoma T asociado a 
enteropatía (EATL). Posteriormente se distinguirá en linfoma T 
asociado a enteropatía de tipo I y de tipo II (Swerdlow y col., 2008).  
 
 Linfoma B de intestino delgado, con los subtipos: linfoma tipo MALT 
(de tejido linfoide asociado a mucosas) y su variante recién descrita 
(Bosman y col., 2010), la enfermedad inmunoproliferativa de 
intestino delgado (IPSID); linfoma del Manto; linfoma tipo Burkitt; y, 
otros tipos de linfoma B, especificando que cualquiera de los 
subtipos B puede darse primariamente en el intestino delgado.  
 
En medicina humana, al contrario que en la especie canina, es más 
frecuente el linfoma B que el linfoma T, dentro del grupo de linfomas intestinales. 
Utilizando la clasificación de la OMS, la mayoría de autores coinciden en una 
frecuencia en torno al  65-85% para los linfomas B, que incluyen el tipo linfoma B 
difuso de células grandes como el más frecuente, siendo mucho menos 
frecuentes el linfoma MALT, el linfoma de células del manto, el linfoma Burkitt y 
el linfoma folicular. El linfoma T es menos frecuente que el B en esta localización, 
incluyendo principalmente el linfoma T asociado a enteropatía, linfoma T 
periférico y linfoma extranodal NK/T (Kohno y col., 2003; Yang y col., 2004; 
Radic-Kristo y col., 2010; Arora y col., 2011; Kim y col., 2011). En el caso de los 
linfomas intestinales de tipo T, el más frecuente es el linfoma T asociado a 
enteropatía (Ridell y col., 2003). 
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El pronóstico en medicina humana, al igual que en el perro, es peor para 
los linfomas T que para los linfomas B (Kohno y col., 2003; Yang y col., 2004;   
Kim y col., 2011). 
 
Considerando nuestro estudio en la especie canina, vamos a dedicar el 
siguiente apartado a realizar una breve descripción de la situación del linfoma T 
asociado a enteropatía (EATL) en medicina humana.  
 
 
2.6.1 LINFOMA T ASOCIADO A ENTEROPATÍA (EATL) 
 
La última clasificación de la OMS de medicina humana para tumores 
hematopoyéticos y de sistema linfoide (Swerdlow y col., 2008; Campo y col., 
2011), señala dos formas del linfoma T asociado a enteropatía. Incluye el EATL 
(enteropathy-associated T-cell lymphoma) tipo II, quedando el descrito 
previamente como EATL tipo I o clásico. El término linfoma T intestinal, utilizado 
anteriormente, queda como un término genérico, que debe usarse cuando no se 
conoce el diagnóstico concreto. 
 
El linfoma T asociado a enteropatía (EATL) es un tumor intestinal 
caracterizado por la presencia de linfocitos intraepiteliales, y generalmente 
formado por linfocitos T neoplásicos de tamaño grande, con la presencia de un 
infiltrado inflamatorio concomitante (Riddell y col., 2003; Burke y col., 2011). En 
el 10-20% de los casos las células neoplásicas son de tamaño mediano-pequeño, 
y la población es muy monomórfica. Esta variante monomórfica es la que se ha 
denominado EATL tipo II (Burke y col., 2011). 
 
Este tipo de neoplasia es más frecuente en el yeyuno o íleon que en 
duodeno, aunque puede aparecer en cualquier localización de intestino delgado, 
estómago o colon, e incluso, muy raramente, fuera del aparato digestivo (Burke y 
col., 2011).  
 
El EATL tipo I aparece con mayor frecuencia en zonas de elevada 
prevalencia de enfermedad celíaca (Ridell y col., 2003; Burke y col., 2011), 
asociación que algún autor ha encontrado también para la EATL tipo II (Delabie 
et al., 2011), aunque se cree que en el caso de la EATL de tipo II no es frecuente 
(Swerdlow y col., 2008; Burke y col., 2011). Tanto es así que en los pacientes 
con enfermedad celíaca refractaria se llevan a cabo controles de clonalidad e 
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inmunofenotipado de linfocitos intraepiteliales debido al riesgo significativo de 
evolución a EATL. Incluso se está utilizando el término EATL “in situ” para casos 
en los que los linfocitos intraepiteliales muestran características de malignidad, 
pero aún no puede detectarse la presencia de linfoma (Swerdlow y col., 2008; 
Burke y col., 2011; Busto y col., 2011). Se han descrito otras lesiones in situ o 
lesiones tempranas en otros tipos de linfoma en medicina humana, como el 
linfoma folicular, o el linfoma de células del manto, ambos de tipo B (Cong y col., 
2002; Aqel y col., 2008). 
 
Pese a que el linfoma T asociado a enteropatía se considera poco 
frecuente, su incidencia ha aumentado significativamente en los últimos 30 años, 
como reflejo, quizá, del incremento en el número de casos de enfermedad 
celíaca, y del mejor reconocimiento de este tipo de linfoma T (Sharaiha y col., 
2011). En las zonas que no son endémicas para la enfermedad celíaca, como 
China, su diagnóstico es raro, e incluye sobre todo el linfoma asociado a 
enteropatía de tipo II o linfoma T periférico no especificado (Sun y col., 2011). 
 
Macroscópicamente, el linfoma T asociado a enteropatía suele 
presentarse como múltiples masas pequeñas ulceradas, en la mucosa intestinal, 
aunque también puede presentarse como una o más úlceras o como una única 
masa grande de tipo exofítico. La morfología celular es muy variada, siendo lo 
más común una población relativamente monótona de células medianas o 
grandes con un núcleo redondo o vesicular, nucleolo prominente y moderado a 
abundante citoplasma. No es común la presencia de pleomorfismo celular y 
células multinucleadas. Sin embargo, en la EATL tipo II las células neoplásicas 
son medianas, con un núcleo redondo e intensamente teñido y escaso 
citoplasma pálido. El infiltrado inflamatorio concomitante puede ser tan 
abundante que llegue a dificultar la detección de pequeñas poblaciones de 
células tumorales. En las zonas adyacentes a las zonas tumorales aparece un 
infiltrado de linfocitos y células plasmáticas, con la presencia de linfocitos 
intraepiteliales, y atrofia de las vellosidades intestinales (Swerdlow y col., 2008; 
Burke y col., 2011). 
 
Los linfomas EATL tipo I y tipo II se diferencian también en la expresión de 
algunos marcadores de linfocitos. El EATL tipo II expresa CD8 y CD56 con más 
frecuencia que el tipo I, que presenta una expresión de CD8 alrededor del 20%, 
y de CD56 menor del 10%, según algunos estudios (Chott y col., 1999; Swerdlow 
y col., 2008; Burke y col., 2011; Delabie y col., 2011; Campo y col., 2011).
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2.7  EL LINFOMA INTESTINAL EN EL PERRO 
 
 
El linfoma intestinal canino se caracteriza por una infiltración mucosa, 
submucosa o epitelial de linfocitos neoplásicos, que pueden invadir el intestino 
de forma difusa o localizada. La forma difusa es más frecuente, y normalmente 
produce malabsorción (Hall y col., 2007). 
 
Según la clasificación de la OMS (Head y col., 2003), podemos encontrar 
tres patrones para el linfoma alimentario canino:  
 
- Linfoma B del tejido linfoide asociado a mucosas (linfoma 
MALT): un linfoma de bajo grado que surge a partir del tejido 
linfoide asociado a mucosas y suele darse junto con un 
proceso inflamatorio subyacente. Se acompaña de lesiones 
linfoepiteliales y folículos linfoides reactivos, y puede 
evolucionar a linfoma de alto grado. 
- Desorden linfoproliferativo granular de células grandes 
(linfoma de células granulares): se trata de un linfoma de 
células T o NK con grandes gránulos azurófilos en su 
citoplasma. Es un linfoma muy raro, que se ha descrito en el 
gato (Pohlman y col., 2009), y también en un perro de raza 
bóxer (Lurie y col., 2008). 
- Linfoma T-intestinal: es el más frecuente, un linfoma de 
células pequeñas, difícil de diferenciar de la enfermedad 
inflamatoria crónica intestinal, y que frecuentemente se 
acompaña de ésta.  
 
Más tarde se habla de “linfoma T tipo enteropatía” en lugar de linfoma 
T-intestinal, como análogo al linfoma intestinal asociado a enteropatía de 
medicina humana que se ha descrito previamente. Histológicamente, este tipo de 
linfoma, en el perro, se acompaña de acortamiento y fusión de vellosidades 
intestinales junto con un engrosamiento de la lámina propia o de la zona 
glandular. Encontraremos un infiltrado importante de linfocitos pequeños en el 
epitelio de las vellosidades, y una infiltración variable de linfocitos y células 
plasmáticas en la lámina propia  (Valli, 2007). Valli describe un estado en el que 
el cambio neoplásico puede estar presente en células aisladas, aún siendo la 
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imagen general la de una enfermedad inflamatoria crónica intestinal grave pero 
benigna; de manera que la diferenciación y el reconocimiento de la transición 
hacia un estado verdaderamente neoplásico es muy sutil y representa una de las 
más difíciles interpretaciones de la histopatología, tanto en medicina humana 
como en los animales (Valli, 2007).  
 
En el caso de un linfoma T tipo enteropatía, el carácter de las células es 
ligeramente diferente, observándose linfocitos más grandes (1,5 veces el tamaño 
de los glóbulos rojos), algo irregulares, con un solo nucleolo central y la 
cromatina densamente teñida y uniformemente dispersa y una media luna de 
citoplasma muy fina y clara, difícilmente perceptible en biopsias endoscópicas 
bien fijadas. Además, la disposición de los linfocitos intraepiteliales, que pueden 
estar también presentes en un IBD grave, será más irregular, de manera que 
podemos encontrar vellosidades con un infiltrado leve, y vellosidades adyacentes 
con un infiltrado muy intenso. La presencia de mitosis es muy rara en este tipo 
de neoplasia. Si es posible realizar inmunofenotipo se observarán áreas sólidas 
de marcaje de tipo T  (Valli, 2007). 
 
En el perro, no hay trabajos  realizados en linfoma gastrointestinal que 
clasifiquen los patrones morfológicos según la OMS. Sí está descrita, como un 
hallazgo frecuente, la presencia de epiteliotropismo, como la infiltración de 
linfocitos maduros que forman pequeños grupos en el interior del epitelio, que 
llega a definir el linfoma intestinal epiteliotrópico (Steinberg y col., 1995; French y 
col., 1996). La caracterización inmunohistoquímica de estas células pone de 
manifiesto que se trata siempre de linfocitos tipo T. Ozaki y colaboradores 
describen la presencia de epiteliotropismo en el 75% de los 11 linfomas de tipo 
T-intestinal que estudian (Ozaki y col., 2006), porcentaje muy similar al de otro 
estudio, que incluye linfomas de tipo T y de tipo B en diferentes localizaciones 
del tracto gastrointestinal, de manera que todos los linfomas de tipo T 
presentaron epiteliotropismo (Coyle y col., 2004). El epiteliotropismo es un rasgo 
muy estudiado en la especie felina, que incluso se considera como una entidad 
independiente, el linfoma T-epiteliotrópico (Krecic y col., 2000; Carreras y col., 
2003). En el gato hay trabajos que describen otros patrones morfológicos para el 
linfoma intestinal (Pohlman y col., 2009; Vezzali y col., 2010; Moore y col., 2012). 
Moore y colaboradores, en el año 2012, realizan un estudio sobre el linfoma 
gastrointestinal felino en el que incluyen por primera vez las entidades de la 
OMS, EATL tipo I y EATL tipo II, hasta entonces utilizadas para medicina 
humana (Moore y col., 2012). En este trabajo también describen casos de 
linfoma B difuso de células grandes, que aparecía en la clasificación general de 
Revisión bibliográfica 
 
37 
 
los linfomas de la OMS para los animales domésticos (Valli y col., 2002), pero no 
en la de el linfoma alimentario (Head y col., 2003). Este es el linfoma B más 
frecuente en el trabajo de Moore y colaboradores (2012), y también lo es para 
otros autores (Pohlmann y col., 2009; Vezzali y col., 2010). 
 
La principal aplicación de estas clasificaciones es la relación de los 
subtipos morfológicos con el pronóstico. Hoy en día está comúnmente aceptado, 
tanto en medicina humana como en el perro y el gato, que los linfomas de tipo T 
tienen peor pronóstico que los de tipo B (Greenlee y col., 1990; Teske y col., 
1994; Kiupel y col., 1999; Phillips y col., 2000; Dobson y col., 2001). Sin embargo, 
no se han sacado conclusiones sólidas de la relación entre los subtipos 
morfológicos y el pronóstico (Dobson y col., 2001), aunque hay estudios que 
encuentran algunas asociaciones (Ponce y col., 2004).  
 
El linfoma multicéntrico en el perro es más frecuente de tipo B que de tipo 
T, con porcentajes entorno al 60-74% de los casos en la mayoría de estudios 
consultados (Ponce y col., 2010; Sözmen y col., 2005; Teske y col., 1994; 
Ruslander y col., 1997; Guija de Arespacochaga y col., 2007; Fournel-Fleury y 
col., 2002). Existe una posible excepción, en la raza bóxer. Un trabajo confirma 
que es mucho más frecuente el linfoma tipo T (85%) que el tipo B (12,5%), 
cuando sólo 8 de los 43 linfomas estudiados eran alimentarios (Lurie y col., 
2008).  
  
Inicialmente se creía que probablemente el linfoma alimentario canino 
fuese más frecuente de inmunofenotipo B (Guilford y col., 1996). Sin embargo, 
parece que el linfoma alimentario es más frecuente de tipo T que de tipo B, tanto 
en el perro como en el gato. Coyle y colaboradores encuentran un 75% de 
linfomas de tipo T, del total de linfomas alimentarios que estudian (n = 44) (Coyle 
y col., 2004). Frank y colaboradores describen 12 casos de linfoma T en un total 
de 19 perros con linfoma gastrointestinal con tejido disponible para realizar 
inmunofenotipo (Frank y col., 2007). Después, Rassnick y colaboradores, 
encuentran un 63% de linfomas de tipo T de un total de 18 perros con linfoma 
con afectación gastrointestinal (Rassnick y col., 2009). Otros estudios, con 
menor número de casos, también encuentran el linfoma T más frecuente que el 
linfoma B (Miura y col., 2004; Ozaki y col., 2006). A pesar de todo, aún hacen 
falta estudios más amplios para afirmar esta predominancia de los linfomas T 
intestinales en el perro.  
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En el gato existen estudios más amplios que en el perro sobre el linfoma 
digestivo, dada su mayor prevalencia en esta especie, y es conocida la mayor 
frecuencia del linfoma de tipo T en esta localización (Zwahlen y col., 1998; Moore 
y col., 2005; Cesari y col., 2009; Briscoe y col., 2011; Kiupel y col., 2011; Moore 
y col., 2012). Aunque también hay trabajos que describen una mayor frecuencia 
de inmunofenotipo B que de inmunofenotipo T en el linfoma alimentario felino 
(Waly y col., 2005; Pohlman y col., 2009). 
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2.8 DIAGNÓSTICO DIFERENCIAL DE LINFOMA 
INTESTINAL E IBD EN EL PERRO Y EL GATO 
 
 
2.8.1 DIAGNÓSTICO CLÍNICO DIFERENCIAL DE LINFOMA 
INTESTINAL E IBD 
 
La enteritis crónica linfoplasmocitaria, el diagnóstico histopatológico más 
frecuente de la enfermedad inflamatoria crónica intestinal canina, se caracteriza 
por la presencia de un importante infiltrado de linfocitos y células plasmáticas en 
la lámina propia del intestino. Esta situación aparece tanto en esta enfermedad 
como en otras, entre ellas el linfoma intestinal, por lo que es necesario descartar 
el resto y confirmar su condición de idiopática para poder diagnosticarla 
correctamente (Guilford, 1996). 
 
Cuando inicialmente se describió esta enfermedad, en el año 1954, se 
sugirió una semejanza con la enfermedad de Crohn, una de las presentaciones 
del IBD en medicina humana (Strande y col., 1954). Sin embargo, 
posteriormente se decidió que la enfermedad inflamatoria crónica intestinal 
canina no es tan parecida a la del hombre como para utilizarse modelos 
animales (Jacobs y col., 1990; Jergens y col, 2012). 
 
La enfermedad inflamatoria crónica intestinal (IBD) se considera, hasta el 
momento, al igual que el linfoma intestinal, una enfermedad característica de 
perros de edad media o avanzada, en la que no existe una predisposición sexual 
conocida,  y tampoco una clara predisposición racial, pese a que algunos autores 
sugieren una mayor frecuencia de presentación en la raza Pastor Alemán 
(Jacobs y coll., 1990; Jergens y col., 1992; Guilford, 1996; Tams, 2003; Hall y 
col., 2007; Jergens y col., 2012). 
 
Los signos clínicos asociados al IBD son, fundamentalmente, vómitos, 
diarrea, pérdida de peso y alteraciones del apetito, en un cuadro generalmente 
crónico, similar al que podemos encontrar en el linfoma intestinal (Jacobs y col., 
1990; Jergens y col., 1992; Guildford, 1996; Rodríguez-Franco y col., 2002; 
Jergens y col., 2012). Con el fin de unificar criterios en la valoración clínica de 
esta enfermedad en el perro, y de otorgarle una gradación, se han propuesto 
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varios índices de actividad clínicos (Jergens y col., 2003; Rodríguez-Franco y 
col., 2004;  Allenspach y col., 2007). 
 
Al igual que en el linfoma intestinal, es muy frecuente la presencia de 
hipoproteinemia, que se ha asociado con un peor pronóstico de la enfermedad 
(Jacobs y col., 1990; Peterson y col., 2003; Craven y col., 2004; Allenspach y 
col., 2007; Jergens y col., 2012). Se ha descrito la presencia de hipoproteinemia 
hasta en un 65% de los casos de IBD (Craven y col., 2004). En el IBD la mayoría 
de autores coinciden en que lo más frecuente es que no se presenten 
alteraciones en el hemograma  (Tams, 1992; Tams, 2003; Guildford y col., 1996; 
García-Sancho y col., 2007), aunque podemos encontrar anemia, reflejo de 
inflamación crónica o de la pérdida de sangre con las heces, o leucocitosis con 
neutrofilia, hallazgos también presentes en el linfoma intestinal (Guilford, 1996; 
Jergens y col., 2012). Hay autores que indican una frecuencia considerable de 
alteraciones inespecíficas en el hemograma de perros con enfermedad 
inflamatoria crónica intestinal, con porcentajes del 64% (Jergens y col., 1992), o 
del 32% (Craven y col., 2004).  
 
El diagnóstico de IBD es un diagnóstico de exclusión, y requiere la 
utilización de un protocolo diagnóstico que es el mismo que hemos descrito para 
el linfoma intestinal. El diagnóstico clínico de IBD se basa en la presencia de 
signos gastrointestinales persistentes (de más de tres semanas de duración), la 
imposibilidad de encontrar otras causas para los signos clínicos, y la 
confirmación histopatológica de un infiltrado inflamatorio intestinal (Jergens y 
col., 1992; Allenspach y col., 2007; Washabau y col., 2010; Jergens y col., 2012).  
  
En cuanto al diagnóstico por imagen, la radiología no ofrece muchos datos 
específicos para esta enfermedad, es de más ayuda para la evaluación de 
desórdenes extra-intestinales que causan gastroenteritis. La ecografía abdominal 
es más adecuada para la valoración de enfermedades que afectan de forma 
difusa a la mucosa intestinal, como es el caso del IBD y, en ocasiones, del 
linfoma intestinal (Jergens y col., 2012). El aspecto ecográfico de IBD y linfoma 
intestinal puede, frecuentemente, superponerse, cuando se trata de un linfoma 
difuso. Sin embargo, existen hallazgos más frecuentes en una que en otra 
enfermedad, y la correcta interpretación de los datos ecográficos nos puede 
ayudar a orientar el diagnóstico (Gaschen y col., 2011).  
 
La ecografía permite la valoración del grosor de la pared intestinal, así 
como de linfadenopatías mesentéricas, que pueden encontrarse tanto en el 
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linfoma como en el IBD (Gaschen y col., 2008; Jergens y col., 2012). En el IBD 
los ganglios regionales pueden aparecer aumentados de tamaño; y, aunque es 
más frecuente que mantengan su forma y ecogenicidad, sí pueden aparecer mal 
definidos (Nyman y col., 2004). Los cambios ecográficos en el IBD suelen ser 
difusos, aunque también pueden darse casos focales o segmentales. Lo más 
frecuente es encontrarnos con un engrosamiento de la pared intestinal de leve a 
moderado en el que se conserva la diferenciación de las capas (Gaschen y col., 
2008; Rudorf y col., 2005; Penninck y col., 2003). Parece que la diferenciación 
de capas suele conservarse en el IBD, mientras es más frecuente que se pierda 
en el linfoma. Sin embargo, no siempre es así, ya que en el IBD puede aparecer 
también una pérdida de diferenciación de capas, debida a fibrosis, edema, 
hemorragias, úlceras, o bien, por una infiltración linfoplasmocitaria muy grave 
(Konde y col., 2003; Gaschen y col., 2011; Penninck y col., 2008).  
 
Se ha descrito el engrosamiento único de la capa muscular en la enteritis 
linfoplasmocitaria en el perro (Gaschen y col., 2008); y, sobre todo, en el gato, 
tanto en la enteritis linfoplasmocitaria como en la eosinofílica (Penninck y col., 
2008). Sin embargo, en gatos mayores con una evidencia ecográfica de 
engrosamiento de la capa muscular de la pared intestinal, es más probable que 
presenten un linfoma que un IBD (Zwingenberger y col., 2010). En el estudio de 
Zwingenberger y colaboradores, la presencia de linfadenopatías era más 
frecuente en gatos con linfoma que en gatos sanos, pero no era 
significativamente superior que en los gatos con IBD (Zwingenberger y col., 
2010). 
 
Penninck y colaboradores  tratan de valorar la utilidad de la ecografía en 
el diagnóstico diferencial entre enteritis crónica y neoplasia intestinal en el perro, 
concluyendo que la pérdida de diferenciación de capas era un excelente factor 
predictivo para diferenciar ambos grupos de patologías, siendo 50.9 veces más 
frecuente la presencia de un tumor que de una enteritis en su población de 150 
perros incluidos en el estudio retrospectivo.  Además, el engrosamiento de la 
pared intestinal resultó estadísticamente superior en los casos de linfoma que en 
los de inflamación (Penninck y col., 2003). 
 
Se han correlacionado los hallazgos ecográficos con el índice de actividad 
clínica del IBD en las fases iniciales de presentación de la enfermedad, cuando 
es clínicamente activa. Sin embargo, no se ha demostrado correlación de la 
mejoría clínica con mejoría ecográfica (Gaschen y col., 2008). 
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En cuanto a la imagen endoscópica del IBD, los hallazgos más frecuentes 
incluyen una mucosa intestinal friable, irregular, y la presencia de soluciones de 
continuidad (Allenspach y col., 2007; García-Sancho y col., 2007; Jergens y col., 
2012). Recientemente se han publicado una serie de parámetros, en un 
formulario que trata de unificar criterios respecto a la gravedad de la imagen 
endoscópica del tracto gastrointestinal superior e inferior. Esto lo ha llevado a 
cabo el Grupo de Estandarización Gastrointestinal de la WSAVA - World Small 
Animal Veterinary Association (Day y col., 2008; Washabau y col., 2010), para la 
evaluación de inflamación gastrointestinal en animales de compañía. Todavía no 
existen estudios que valoren la utilidad de estos parámetros, y no existen 
parámetros estandarizados para valorar la imagen endoscópica del linfoma 
intestinal. Estudios previos a la publicación de estos estándares habían tratado 
de relacionar el grado de lesiones endoscópicas con el índice de actividad clínico 
de la enfermedad, sin encontrarse correlación significativa (Allenspach y col., 
2007; García-Sancho y col., 2007). El aspecto endoscópico de las lesiones en un 
linfoma digestivo, cuando éste aparece de forma difusa, es el de una mucosa 
irregular, que recuerda a las lesiones presentes en la enfermedad inflamatoria 
crónica intestinal (Roth y col., 1990; Tams, 2003; Miura y col., 2004) 
 
 
2.8.2 DIAGNÓSTICO HISTOLÓGICO E INMUNOHISTOQUÍMICO 
DIFERENCIAL DE LINFOMA INTESTINAL E IBD 
 
El diagnóstico, tanto del IBD como del linfoma alimentario, requiere, 
necesariamente, el estudio histopatológico de biopsias intestinales. Sin embargo, 
el diagnóstico diferencial entre IBD y linfoma intestinal ha demostrado ser, en 
algunos casos, complicado, tanto en la especie felina como en la canina, 
especialmente en las biopsias endoscópicas. Éstas, precisan ser de calidad para 
facilitar un diagnóstico adecuado; y además, deben tomarse múltiples biopsias 
de diferentes zonas del duodeno para aumentar las posibilidades de éxito en el 
diagnóstico, ya que podemos encontrarnos ante lesiones “parcheadas”, incluso 
en la porción afectada de intestino (Willard y col., 2001; Willard y col., 2008).  
 
En el perro, un estudio consideró que eran necesarias entre 6 y 7 biopsias 
“”adecuadas”, o de 10 a 15 “superficiales” de estómago o duodeno para el 
diagnóstico fiable de un infiltrado celular de leve a moderado (Willard y col., 
2008). En general, se considera que son necesarias un mínimo de 8-10 biopsias 
para realizar un diagnóstico fiable de linfoma intestinal (Tams, 2003). La calidad 
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del tejido biopsiado tiene un impacto importante en la sensibilidad del diagnóstico 
de biopsias endoscópicas para estas dos enfermedades, siendo las biopsias que 
se encuadran dentro de la categoría de “adecuadas” (Willard y col., 2008) las 
más apropiadas. Willard y colaboradores describen que al aumentar la calidad 
de las biopsias endoscópicas, el número de biopsias necesarias para evidenciar 
las lesiones disminuye significativamente (Willard y col., 2008). Incluso hay 
estudios que sugieren que biopsiando sólo el duodeno se puede realizar un 
diagnóstico erróneo, haciéndose necesarias biopsias también de íleon para 
afinar el diagnóstico en algunos casos (Casmian-Sorroal y col., 2010). Esto es 
especialmente importante en el gato, ya que un estudio describe que el linfoma 
alimentario en esta especie es mucho más frecuente en íleon que en duodeno, 
de manera que si no se biopsia el área correcta se corre el riesgo de dar un 
diagnóstico erróneo para los signos clínicos del animal (Evans y col., 2006). 
 
El IBD se caracteriza, histológicamente, por un infiltrado difuso de 
proporciones variables de linfocitos, células plasmáticas, eosinófilos, neutrófilos 
y/o macrófagos, principalmente en la capa mucosa de la pared intestinal. En el 
caso del linfoma, se trata de una infiltración por linfocitos neoplásicos, que 
suelen distribuirse de forma irregular entre las vellosidades intestinales, y que 
frecuentemente invaden la capa submucosa e incluso provocan una infiltración 
transmural (Gieger y col., 2011). Sin embargo, las biopsias endoscópicas pueden 
resultar, en ocasiones, muy superficiales, ya que sólo permiten evaluar la capa 
mucosa, y no permiten detectar lesiones más profundas. Los linfomas 
intestinales muchas veces están acompañados de lesiones inflamatorias 
asociadas y podemos observar cambios inflamatorios superpuestos o 
adyacentes a las zonas neoplásicas, lo que dificulta aún más el diagnóstico, 
pudiendo llevar a un falso diagnóstico de IBD (Tams, 2003). Un trabajo en la 
especie felina describe la presencia de una enfermedad inflamatoria intestinal 
concurrente en el 41% de los 24 casos de linfoma incluidos en el estudio 
(Briscoe y col., 2011). En otro estudio realizado también en la especie felina, sólo 
en 3 de los 19 linfomas intestinales estudiados existe un IBD concurrente 
(Lingard y col., 2009). 
 
En el linfoma intestinal, concretamente en el linfoma T-intestinal, que es el 
más frecuente y más difícil de diferenciar histológicamente del IBD, existe un 
acortamiento, engrosamiento y fusión de vellosidades intestinales, con una 
reducción de la porción de las vellosidades dentro de la capa mucosa, y un 
engrosamiento de la lámina propia. Aparece un acusado infiltrado de linfocitos 
pequeños, que llegan a invadir el epitelio; así como una infiltración variable, de 
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tipo linfoplasmocitario, en la lámina propia. En ocasiones, estos infiltrados se 
acompañan de dilatación de vasos linfáticos, de la presencia de eosinófilos, e 
incluso puede haber áreas focales de proliferación de linfocitos de tipo B a la 
altura de la muscular de la mucosa. Puede ser que los cambios neoplásicos 
estén presentes sólo en células aisladas, y que la imagen general sea la de una 
lesión benigna, como la de una enteritis crónica linfoplasmocitaria de tipo 
epiteliotrópico. En estos estadíos, la transición hacia neoplasia es muy sutil, y su 
detección resulta de extrema dificultad para patólogos experimentados, tanto en 
medicina humana, como en el perro y el gato. Esta diferenciación debe 
realizarse atendiendo al cambio en el carácter neoplásico de las células que 
forman el infiltrado, que tendrán un núcleo mayor y de forma más irregular, 
alargado y lobulado, con una cromatina intensamente teñida y uniformemente 
dispersa, con un solo nucleolo central pequeño, tapado por la cromatina. El 
citoplasma de estas células queda como un borde muy fino que es difícilmente 
perceptible en biopsias endoscópicas, y algo más aparente en tejidos obtenidos 
en la sala de necropsias. Por otro lado, en el IBD, la presencia de mitosis es 
mucho más rara, y en general encontramos un infiltrado con células de 
apariencia más homogénea (Valli y col., 2007). 
 
Algunos autores han descrito fuertes inconsistencias en la interpretación 
de biopsias intestinales, de origen endoscópico, entre diferentes patólogos, 
variando los diagnósticos incluso entre IBD de carácter leve y linfoma según el 
patólogo consultado, y poniendo de manifiesto la necesidad de estandarización 
de las descripciones anatomopatológicas del tejido intestinal para ambas 
especies, perros y gatos (Willard y col., 2002; Willard y col., 2010). Desde la 
publicación del primer trabajo a este respecto, en el año 2002, se han hecho 
considerables esfuerzos por estandarizar una serie de parámetros para la 
enfermedad inflamatoria crónica intestinal, para estómago, duodeno y colon de 
perros y gatos, a nivel internacional. El Grupo de Estandarización 
Gastrointestinal de la Asociación Mundial de Veterinaria de Pequeños Animales 
(WSAVA; Day y col., 2008; Washabau y col., 2010) establecen y describe, a 
través de fotografías, una serie de parámetros, catalogados en varios grados, 
para la clasificación de la enfermedad inflamatoria crónica intestinal. Se 
esperaba conseguir la aceptación y generalización del uso de estos parámetros 
para resolver los problemas de discrepancia diagnóstica entre diferentes 
patólogos, pero parece que sigue habiendo desacuerdos entre patólogos aún 
utilizando estas guías (Willard y col., 2010; Simpson y col., 2011).  
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Aún no se ha logrado clarificar el límite entre IBD grave y linfoma intestinal. 
Se ha observado de manera frecuente que el linfoma intestinal canino estaba 
acompañado o precedido por una enteritis crónica linfoplasmocitaria de carácter 
grave (IBD), lo que sugiere una posible evolución de una  a otra enfermedad, 
que no ha sido demostrada (Dandrieux y col., 2008; Rodríguez-Franco y col., 
2010; Washabau y col., 2010; Gieger, 2011). Esto ha sido observado también en 
el gato (Moore y col., 2005; Moore y col., 2012). De manera que el diagnóstico 
diferencial entre ambas constituye uno de los grandes retos para los patólogos. 
 
Para afinar, en la medida de nuestras posibilidades, el diagnóstico 
histológico de un linfoma intestinal o un IBD grave en biopsias endoscópicas se 
requiere la cooperación entre el clínico, el patólogo y el laboratorio. Por todo lo 
que se ha comentado anteriormente, parece necesario que, para que un 
patólogo experimentado pueda interpretar correctamente las biopsias 
gastrointestinales, los endoscopistas se encuentren en condiciones de obtener 
biopsias de calidad y en número suficiente; y además, que los técnicos de 
laboratorio estén entrenados para  orientar, procesar y teñir estas biopsias. El 
clínico debe saber cuándo es necesario tomar biopsias gastrointestinales, una 
vez descartadas otras patologías (Washabau y col., 2010).  
 
Pese a que el linfoma intestinal en el perro es mucho menos frecuente 
que en gato, presenta ciertas similitudes respecto al linfoma intestinal felino: es 
también mucho más frecuente de inmunofenotipo T, también aparece asociado a 
poblaciones celulares de tipo inflamatorio, y presenta un pronóstico y un 
tratamiento similar (Tams, 2003). 
 
Está descrito que el linfoma intestinal presenta dificultades de diagnóstico, 
especialmente en biopsias endoscópicas (Valli, 2007; Washabau y col., 2010). 
En el año 1989, Couto y colaboradores mencionaban la presencia de un 
infiltrado linfoplasmocitario alrededor de los focos neoplásicos, que dificultaba el 
diagnóstico de linfoma gastrointestinal en biopsias endoscópicas (Couto y col., 
1989). Sin embargo, existen pocos estudios al respecto. De ahí el interés 
especial del presente trabajo.  
 
En la especie felina está más estudiado el hecho de la dificultad en el 
diagnóstico de linfoma intestinal frente a IBD. Esto se debe a que en esta 
especie el linfoma es la neoplasia más frecuente, y en concreto el linfoma 
alimentario es la forma más común de presentación de este tipo de neoplasia, 
cosa que no ocurre, como ya se ha comentado, en la especie canina. Varios 
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trabajos realizados en la especie felina ponen de manifiesto dificultades en el 
diagnóstico diferencial entre IBD grave y linfoma intestinal, y la imposibilidad, en 
muchos casos, de realizar un diagnóstico basado sólo en el estudio de biopsias 
intestinales teñidas con hematoxilina-eosina, especialmente si se trata de 
biopsias endoscópicas (Evans y col., 2006; Briscoe y col., 2011; Kiupel y col., 
2011; Barrs y col., 2012; Moore y col., 2012). 
 
En el año 1995 ya se había publicado un caso con un diagnóstico erróneo 
de linfoma alimentario en un gato con intolerancia alimentaria (Wasmer y col., 
1995). El primer trabajo que pone de manifiesto la dificultad diagnóstica y la 
posible relación entre el IBD y el linfoma intestinal en el gato data del año 2001 
(Krecic y col., 2001). En el año 2003 se publica un caso de un gato con IBD que 
había sido diagnosticado inicialmente de linfoma intestinal (Ragaini y col., 2003). 
 
Se ha demostrado que, cuando las técnicas rutinarias no permiten el 
diagnóstico diferencial, resulta de utilidad el estudio del inmunofenotipo de las 
neoplasias, mediante la expresión inmunohistoquímica de los marcadores CD3, 
para linfocitos T, y CD79 o CD20 para linfocitos B, entre otros. Los casos de 
linfoma se caracterizan por la presencia de una población monoclonal de 
linfocitos B o T (Pohlman y col., 2009). Sin embargo, se debe tener en cuenta 
que los resultados de las técnicas inmunohistoquímicas son a veces variables y 
difíciles de interpretar, ya que los anticuerpos utilizados varían entre los distintos 
laboratorios; y además, la presencia de linfocitos T no es diagnóstica de linfoma, 
ya que el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT), presente en el intestino 
delgado, consiste esencialmente en linfocitos de tipo T, que puede expandirse en 
casos de inflamación (Gieger, 2011). 
 
Waly y sus colaboradores (2005) realizan un estudio retrospectivo de 32 
gatos con un diagnóstico inicial de linfoma intestinal. Tras analizar las 
preparaciones con técnicas inmunohistoquímicas, con los marcadores 
linfocitarios CD3 para linfocitos T y CD79 y BLA-36 para linfocitos B; encuentran 
una población mixta de linfocitos T y B para cinco de los casos (16%). Concluyen 
que dichas muestras constituyen casos de IBD que habían sido incorrectamente 
diagnosticados de linfoma (Waly y col., 2005). 
 
Con la información disponible hasta el momento no era posible llegar a un 
diagnóstico diferencial fiable en todos los casos, por ello, se empieza a hablar de 
clonalidad de linfocitos, como una herramienta más para el diagnóstico de 
linfoma intestinal en el gato, y en el perro. Los estudios más recientes incluyen 
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clonalidad de linfocitos y se van a tratar más adelante, pero a continuación se 
incluye la información que aportan estos trabajos en cuanto a histopatología. 
 
Kiupel y colaboradores, en un estudio reciente que incluye PCR para 
clonalidad de linfocitos, en la especie felina, encuentran varios parámetros 
histopatológicos importantes en la diferenciación entre linfoma intestinal e IBD, 
como son la infiltración linfocitaria más allá de la capa mucosa (parámetro 
imposible de evaluar en biopsias endoscópicas), el epiteliotropismo, 
especialmente en forma de nidos o placas; y la anisocitosis y tamaño nuclear de 
los linfocitos (Kiupel y col., 2011). 
 
Otro artículo reciente, de Briscoe y colaboradores, sigue la misma línea. 
Se trata de un estudio de 53 casos de IBD y linfoma duodenal de bajo grado, 
tanto en biopsias endoscópicas como excisionales, utilizando tinciones de 
hematoxilina y eosina, y técnicas de innmunohistoquímica para CD3, CD79 y 
MHCII. Encuentran una serie de parámetros histopatológicos asociados al 
linfoma alimentario, como son el epiteliotropismo o la infiltración profunda 
(parámetros que coinciden con los de Kiupel y col., 2011), y además una 
infiltración linfocitaria más grave y unos cambios en la arquitectura de criptas y 
vellosidades más notables que en los casos de IBD. La expresión de CD3 y 
CD79 resulta de gran utilidad en la diferenciación de IBD y linfoma intestinal. 
Concretamente, 28 de los 29 casos de linfoma presentan un inmunofenotipo T y 
una clara predominancia de células CD3 positivas, mientras que los IBDs 
presentan una infiltrado de tipo mixto, con linfocitos de tipo B y de tipo T (Briscoe 
y col., 2011). La utilidad de esta técnica ya había sido descrita para el linfoma 
intestinal felino (Waly y col., 2005; Pohlman y col., 2009; Kiupel y col., 2011).  
 
Moore y colaboradores recientemente realizan un estudio del linfoma 
gastrointestinal felino, incluyendo arquitectura, inmunofenotipo y clonalidad 
linfocitaria. Determinan que el epiteliotropismo es un importante rasgo 
diagnóstico del linfoma gastrointestinal felino cuando está presente (62% de los 
casos de este estudio). En la caracterización de los linfomas T menos graves, a 
veces nombrados como “emergentes” describen una infiltración parcheada de la 
lámina propia y el epitelio, de manera que es posible encontrar vellosidades con 
una alta infiltración adyacentes a vellosidades en las que no se observaban 
cambios neoplásicos. Además, en algunos casos de linfoma temprano describen 
una infiltración en forma de banda, en la zona de unión de vellosidades y criptas 
(Moore y col., 2012); ambos patrones que ya habían sido sugeridos en esta 
especie (Richter y col., 2003). 
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2.8.3 CLONALIDAD DE LINFOCITOS EN EL DIAGNÓSTICO 
DIFERENCIAL DE LINFOMA INTESTINAL E IBD 
 
Una neoplasia se forma por la expansión clonal de una sola célula 
precursora que ha sufrido un daño genético, por lo que los tumores son 
monoclonales. En las neoplasias linfoides, la reorganización génica precede a la 
transformación tumoral, de modo que las células derivan de un mismo progenitor 
y comparten la misma configuración y secuencia génica de los receptores de 
antígenos. Por tanto, sintetizan las mismas proteínas para los receptores de 
antígenos en el caso de los linfocitos T, o de los receptores de inmunoglobulinas 
para los linfocitos B. Por el contrario, una respuesta inmunitaria normal 
comprende una población policlonal de linfocitos que expresan diferentes 
receptores de antígenos. Así, para diferenciar proliferaciones linfoides reactivas 
(policlonales), de proliferaciones neoplásicas (monoclonales) podemos analizar 
los genes de los receptores de antígenos y las proteínas que producen (Kusewitt 
y col., 2012).  
 
Para estudiar la clonalidad de los linfocitos T y B se utilizan marcadores 
para la reorganización génica del receptor de antígenos de células T (TCR) y del 
receptor de inmunoglobulinas, respectivamente (Stricker y col., 2010). Este tema 
se está estudiando actualmente en las especies canina y felina, como se 
explicará a continuación. 
 
En medicina humana, existe un protocolo estandarizado para detectar 
clonalidad en pacientes con una enfermedad linfoproliferativa sospechosa, que 
alcanza sensibilidades del 94% para neoplasias de tipo T y 99% para neoplasias 
de tipo B (van Krieken y col., 2007). 
 
 
2.8.3.1 CLONALIDAD DE LINFOCITOS EN EL DIAGNÓSTICO DIFERENCIAL 
DE LINFOMA INTESTINAL E IBD EN LA ESPECIE FELINA 
 
La técnica de PCR puede resultar muy útil para confirmar el diagnóstico 
de linfoma gastrointestinal, ya que permite amplificar secuencias únicas de ADN, 
que codifican regiones altamente variables de los receptores de células T (TCR) 
o de inmunoglobulinas, para las células B. De este modo, permite detectar la 
expansión clonal de los linfocitos en los casos de linfoma, frente a la existencia 
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de una población policlonal mixta de linfocitos en los casos de IBD (Stricker y col., 
2010). 
 
Moore y colaboradores, en el año 2005, estudiaron biopsias intestinales 
de 28 casos diagnosticados de linfoma intestinal de tipo T con técnicas 
histológicas rutinarias e inmunohistoquímica. Por primera vez, pusieron a punto 
técnicas de PCR para clonalidad de linfocitos T, diseñando cebadores 
adecuados para amplificar el conjunto de genes que codifican los receptores 
gamma de células T (TCRƔ) para esta especie. Detectaron una expansión clonal 
en 22 de los 28 casos, y oligoclonal en 3; mientras que encontraron una 
expansión policlonal de estos receptores en los 9 gatos con IBD y en tres gatos 
con tejido intestinal sano (Moore y col., 2005). En el mismo año, Werner y 
colaboradores describen y ponen a punto técnicas de PCR para la clonalidad de 
linfocitos B, para el conjunto de receptores de inmunoglobulinas de cadena 
pesada. En este trabajo, la sensibilidad de la técnica es del 68,2% para los 
linfomas B (Werner y col., 2005). 
 
Kiupel y colaboradores, en un estudio reciente, tratan de establecer un 
algoritmo para el diagnóstico diferencial entre IBD y linfoma en biopsias de 
duodeno, tanto endoscópicas como quirúrgicas, en la especie felina. Para ello 
realizan un estudio retrospectivo en 63 gatos, utilizando inmunohistoquímica 
para los marcadores linfocitarios CD3 (para linfocitos T) y CD79 (para linfocitos 
B), y PCR específica para clonalidad linfocitaria. Encuentran varios parámetros 
histopatológicos importantes en la diferenciación entre linfoma intestinal e IBD 
que se han tratado en el apartado anterior. Además, observan que el diagnóstico 
inicial de las biopsias teñidas con hematoxilina-eosina variaba al analizar los 
cristales de inmunohistoquímica, y podía, en algunos de los casos, variar de 
nuevo al estudiar los resultados de las técnicas de PCR, concluyendo la alta 
utilidad de ambos métodos (Kiupel y col., 2011).  
 
Moore y colaboradores, en una publicación reciente, realizan un estudio 
amplio del linfoma gastrointestinal felino que incluye técnicas de PCR para 
detectar clonalidad linfocitaria. La técnica muestra una sensibilidad muy alta para 
los linfomas T, independientemente de la gravedad de las lesiones, 
detectándose monoclonalidad u oligoclonalidad en el 91% de los casos con 
rasgos morfológicos de linfoma T. En el caso de los linfomas B la sensibilidad fue, 
sin embargo, baja, de un 50%. 
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Hasta el momento parece que las técnicas inmunohistoquímicas y de PCR 
pueden suponer un apoyo complementario de gran valor para el diagnóstico 
diferencial de la enfermedad inflamatoria crónica intestinal y el linfoma 
alimentario en el gato, aunque aún se necesitan estudios más amplios para 
confirmar su utilidad. 
 
 
2.8.3.2 CLONALIDAD DE LINFOCITOS EN EL DIAGNÓSTICO DIFERENCIAL 
DE LINFOMA INTESTINAL E IBD EN LA ESPECIE CANINA 
 
En la especie canina, se han utilizado técnicas de PCR para detectar la 
reorganización de receptores antigénicos, amplificando los genes del receptor 
antigénico gamma altamente variable de linfocitos T o el receptor de 
inmunoglobulinas de linfocitos B, para detectar la presencia poblaciones clonales 
de linfocitos. Vernau y colaboradores, en 1999, publican un estudio preliminar de 
clonalidad de linfocitos T en tres casos de leucemia linfocítica canina 
confirmados y cinco perros sanos, mediante PCR, a partir de ADN extraído de 
linfocitos de sangre periférica, con resultados prometedores (Vernau y col., 1999).  
 
Burnett y colaboradores, en el año 2003, describen la técnica de PCR, a 
partir de ADN de tejidos, para clonalidad de linfocitos B y T, diseñando 
cebadores para la región CDR3 del gen que codifica el receptor gamma de 
células T (TCRƔ) y del receptor de inmunoglobulinas de cadena pesada. La 
sensibilidad de las técnicas de PCR es del 91%, sin embargo, indican que ésta 
depende de la extensión de la enfermedad, la celularidad de la muestra y la 
representatividad de la muestra para la neoplasia, de manera que utilizada como 
herramienta clínica es posible que la sensibilidad fuese menor. Realizan, 
además, técnicas de citometría de flujo para el inmunofenotipo, encontrando 
correspondencia entre estos resultados y los de PCR en todos los casos menos 
en uno. Este estudio incluye muestras con un diagnóstico definitivo de linfoma, 
mieloma o leucemia, pero no mencionan que ninguno de los casos sea de un 
linfoma digestivo (Burnett y col., 2003). Más adelante, esta técnica se ha tratado 
de utilizar para la gradación de los linfomas multicéntricos, y como indicador 
pronóstico de los mismos, detectando la presencia de linfocitos tumorales en 
sangre circulante, y en ganglios linfáticos con infiltración tumoral, con los 
cebadores diseñados por Burnett y colaboradores (Burnett y col., 2003; Keller y 
col., 2004; Wilkerson y col., 2005; Lana y col., 2006; Valli y col., 2006). Otros 
autores diseñan nuevos cebadores para este tipo de estudios (Tamura y col., 
2006; Yahihara y col., 2007; Gentilini y col., 2009). De cara a mejorar la 
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sensibilidad, se propone el análisis automatizado de fragmentos (GeneScanning), 
publicando un aumento en la sensibilidad hasta el 97,9%, en tejido congelado 
(Gentilini y col., 2009). Además, se realizan PCR heteroduplex para distinguir 
reacciones clonales de pseudoclonales, evitar falsos positivos, y determinar la 
fiabilidad de los resultados (Valli y col., 2006; Gentilini y col., 2009; Takanosu y 
col., 2010). Se han utilizado métodos de electroforesis capilar en gel con 
fluorescencia inducida por láser para los linfomas T, tratando de aumentar la 
rapidez de los test, con un mínimo consumo de muestra, y mejorando la 
sensibilidad y la resolución, con los mismos resultados que los geles de 
electroforesis en bloque tradicionales, en muestras de sangre (Jeon y col., 2007). 
Incluso se ha tratado de aumentar la sensibilidad utilizando PCR a tiempo real, 
con la desventaja de la necesidad de un aparataje específico y económicamente 
costoso (Yamazaki y col., 2008).  
 
Recientemente el estudio de Kaneko y colaboradores sugiere la aplicación 
de estos métodos como herramienta diagnóstica en el linfoma alimentario canino. 
Extraen el ADN de tejido congelado de biopsias endoscópicas caninas de 78 
perros con signos gastrointestinales. En este caso, todos los perros 
diagnosticados de linfoma alimentario resultaron positivos (monoclonales), pese 
a que sólo fueron cuatro casos; todos los casos de adenocarcinoma fueron 
negativos; pero, entre los 69 casos de enteritis de diversa naturaleza, seis 
resultaron positivos. En dos de ellos se sospecha que puedan ser casos de 
linfoma incipiente, tras realizar citologías por aspiración con aguja fina, pese a 
que el diagnóstico histológico de las biopsias era de enteritis; y de los cuatro 
restantes no existen datos de laparotomía o autopsia. Esto sugiere la utilidad de 
esta técnica en la detección de casos de linfoma latente que no puede ser 
diagnosticado histopatológicamente (Kaneko y col., 2009). 
 
Los mismos autores realizan un estudio preliminar sobre la utilidad de 
estas técnicas en el diagnóstico diferencial entre IBD y linfoma intestinal en 
biopsias endoscópicas. Estudian 24 casos, que valoran dos patólogos diferentes, 
de los que uno diagnostica 19 linfomas y, el otro, 12 linfomas. Utilizan bloques de 
parafina para la extracción de ADN, los cebadores previamente diseñados 
(Burnett y col., 2003), las técnicas heterodúplex descritas (Valli y col., 2006), y 
geles de electroforesis de poliacrilamida. Realizan PCR en los 12 casos en los 
que existe consenso, concluyendo que la sensibilidad de la técnica para 
diagnosticar el linfoma alimentario es del 66,7%. Este porcentaje es menor que 
el hallado para otro tipo de linfomas (Burnett y col., 2003; Valli y col., 2006), lo 
que puede ser debido a la gravedad de la inflamación de tipo linfoplasmocitario 
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concomitante. Entre los otros doce casos existen resultados que corresponden o 
bien a falsos positivos, o bien que existía un diagnóstico histopatológico erróneo 
de enteritis. Por ello, los autores señalan la necesidad de realizar más estudios 
para determinar la especificidad de la técnica, y  proponen que esta técnica se 
utilice como complemento al diagnóstico histopatológico, teniendo en cuenta que 
la técnica por sí sola puede llevar a un diagnóstico incorrecto (Fukushima y col., 
2009). 
 
Takanosu y colaboradores, en el año 2010, publican un estudio sobre 
clonalidad de linfocitos por PCR en el que incluyen biopsias endoscópicas de 
duodeno de perros con vómito crónico, y también tejido linfoide de perros con 
sintomatología de linfoma multicéntrico, congelando las muestras antes de la 
PCR. Realizan electroforesis en geles de poliacrilamida, comparando resultados 
en PCR normal, y después de una PCR heterodúplex. Casi todas las muestras 
de duodeno resultaron inicialmente monoclonales tanto para linfocitos B como 
para linfocitos T, incluso las que presentaban un diagnóstico histopatológico de 
enteritis linfoplasmocitaria, siendo las bandas de casos correspondientes a IBD y 
a linfoma intestinal del mismo tamaño. Sin embargo, después de realizar 
técnicas de PCR heterodúplex, las bandas en los casos que no presentaban 
procesos neoplásicos desaparecieron, quedando un total de cuatro muestras 
clonales. De esta manera se permitió la diferenciación procesos clonales y 
pseudoclonales. Se trata de un método asequible, que no necesita aparataje 
complementario, para aumentar la especificidad de la PCR convencional 
(Takanosu y col., 2010). 
 
Un único trabajo estudia la clonalidad de las poblaciones linfocitarias de 
linfocitos T en casos de IBD canino, y tan solo uno de los 47 casos incluidos en 
el estudio resulta monoclonal, y no presenta respuesta al tratamiento en los seis 
meses de seguimiento clínico que se realiza (Olivero y col.,2011). Utilizan los 
mismos cebadores descritos para el linfoma canino (Burnett y col., 2003). 
 
Un trabajo muy reciente describe la utilidad de las técnicas de clonalidad 
de linfocitos T por PCR para diferenciar el linfoma cutáneo de tipo T 
epiteliotrópico del eritema multiforme en cavidad oral en el perro (Nemec y col., 
2012). 
 
Como hemos comentado para la especie felina, los resultados existentes 
hasta el momento indican que las técnicas de PCR pueden constituir un método 
complementario a la histopatología de gran utilidad para el diagnóstico 
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diferencial de la enfermedad inflamatoria crónica intestinal y el linfoma 
alimentario en el perro. 
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2.9 POBLACIONES LINFOCITARIAS 
 
 
Los linfocitos son los responsables de la especificidad y capacidad de 
memoria de la respuesta inmunitaria de tipo adaptativo del organismo, ya que 
son capaces de diferenciar específicamente diversos determinantes antigénicos 
(Abbas y col., 2008).  
 
La defensa del organismo frente a microorganismos tienen lugar a través 
de un respuesta inicial, la inmunidad innata (natural o espontánea), y 
posteriormente a cargo de la inmunidad adaptativa. La inmunidad innata 
constituye la primera línea de defensa y sus componentes principales son: las 
barreras físicas y químicas; las células fagocíticas (neutrófilos y macrófagos) y  
linfocitos NK (natural killer); las proteínas sanguíneas que forman parte del 
sistema de complemento y otros mediadores de inflamación; además de unas 
proteínas llamadas citocinas, que regulan y coordinan muchas de las actividades 
de las células encargadas de la inmunidad innata.  
 
La respuesta adaptativa, por su parte, es mucho más específica y tiene 
capacidad de “recuerdo” a exposiciones repetidas a un mismo antígeno, para 
responder con más efectividad. Los principales componentes de la inmunidad 
adaptativa son los linfocitos y sus productos de secreción, los anticuerpos. 
Existen dos tipos de inmunidad adaptativa, la inmunidad humoral (constituida por 
los anticuerpos que producen los linfocitos B) y la inmunidad celular (a cargo de 
los linfocitos T) (Abbas y col., 2008). 
 
En los años 60 se describieron, utilizando técnicas especiales, varias 
poblaciones de linfocitos, que eran morfológicamente indiferenciables 
(Papermaster y col., 1962; Cooper y col., 1965). Los tres tipos principales son 
(Abbas y col., 2008): 
 
- Linfocitos T: se encargan de la regulación de la respuesta 
inmunitaria adaptativa, así como de las respuestas de base celular. 
- Linfocitos B: se encargan de la producción de anticuerpos, 
implicados en la respuesta inmunitaria adaptativa de tipo humoral. 
Cuando reconocen antígenos se diferencian en células 
plasmáticas, secretoras de anticuerpos. 
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- Linfocitos NK (natural killer): desarrollan un papel importante en la 
inmunidad innata. 
 
Existen, además, varias subpoblaciones de linfocitos, en base a su 
desarrollo y a sus antecedentes de exposición a antígenos. Todos los linfocitos 
se generan a partir de células progenitoras de la médula ósea, que atraviesan 
una serie de fases de maduración  que les llevan a expresar sus receptores 
antigénicos, así como diferentes moléculas de superficie, y a adquirir sus 
características funcionales para convertirse en células maduras efectoras de las 
funciones de la inmunidad adaptativa. Los linfocitos pasan, a grandes rasgos, 
por los órganos linfoides primarios (placas de Peyer para linfocitos B y el timo 
para los linfocitos T en el caso del perro), donde maduran parcialmente; y 
después se dirigen por vía circulatoria a los órganos linfoides secundarios, para 
poder finalizar el proceso de maduración (Tizard, 2009).   
 
Entre las subpoblaciones de linfocitos T, desde el punto de vista funcional, 
cabe destacar los linfocitos T helper (T cooperadores) y los linfocitos T 
citotóxicos. Cuando se produce una estimulación antigénica los linfocitos T 
helper segregan citocinas, que actúan poniendo en marcha la proliferación y 
diferenciación de diversas células. Los linfocitos T citotóxicos son capaces de 
destruir células productoras de antígenos extraños. Encontramos también 
linfocitos T reguladores, que se encargan de inhibir las respuestas inmunitarias 
(Abbas, 2008). 
 
A principios de los años 70 se descubrió que los linfocitos tenían 
antígenos de superficie o receptores que podían potencialmente utilizarse para 
identificar el linaje de los linfocitos tanto normales como neoplásicos (Shevach y 
col., 1973; Jaffe y col., 1977). Así, hoy en día, para diferenciar las 
subpoblaciones de linfocitos se hace necesario emplear diferentes moléculas de 
superficie a modo de marcador fenotípico. Se denomina inmunofenotipo al 
patrón de moléculas de superficie expresadas por los distintos linfocitos. A lo 
largo del tiempo, se han empleado diferentes anticuerpos frente a antígenos o 
marcadores de diferenciación linfocitaria para tratar de optimizar la identificación 
de las diferentes subpoblaciones. A estos marcadores linfocíticos se les 
denomina CDs (“cluster differentiation”) o grupos de diferenciación. Cada CD se 
emplea para referirse a un marcador de superficie que identifica una estirpe 
particular o una fase de diferenciación. Este sistema, que en un principio se 
utilizó para denominar a los marcadores de linfocitos humanos, se emplea 
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actualmente también para las moléculas homólogas de otras especies, como la 
especie canina (Abbas y col., 2008).  
 
Entre los antígenos linfocitarios disponibles para el inmunofenotipaje en 
medicina humana nos encontramos los siguientes (Robbins y col., 2010): 
 
- Asociados principalmente a células T: CD1, CD3, CD4, CD5, CD8. 
- Asociados principalmente a células B: CD10, CD19, CD20, CD21, CD23, 
CD79. 
- Asociados principalmente a linfocitos NK: CD16, CD56 
- Marcadores de linfocitos de activación reciente: CD30 
- Presentes en todos los linfocitos: CD45. Está presente en todos los 
leucocitos y se conoce como antígeno común leucocitario. 
 
Para la detección de estos marcadores se han utilizado diversas técnicas, 
como la citometría de flujo, o la inmunohistoquímica. 
 
El marcador linfocitario CD3 está presente en todos los linfocitos T 
maduros, ya que se trata del conjunto de proteínas que forman parte del receptor 
de antígeno de estos linfocitos (TCR) y que están implicadas en la transmisión 
de la señal de activación desde el receptor hasta el interior celular tras la unión 
antigénica (Tizard, 2009). Ha sido el más utilizado en los linfomas caninos. 
 
Por su parte, CD79, está compuesto por dos componentes, CD79a y 
CD79b, y constituye la porción encargada de la transducción de señales del 
receptor de las células B, abarcando las regiones transmembrana e 
intracitoplásmica de dicho receptor. Es un marcador de superficie que se 
expresa en todas las células B, tanto maduras como inmaduras y neoplásicas, y 
exclusivamente en ellas. Por ello, constituye un marcador muy útil para la 
diferenciación de linfomas de tipo B y T. En medicina humana se han utilizado 
mucho también para diferenciar la leucemia linfoblástica aguda de precursores-B, 
ya que este tipo de tumores son negativos a otros marcadores de células B 
como CD20 o CD45RA. (Chu y col., 2001). Se utilizó por primera vez para el 
linfoma canino por Milner y colaboradores en el año 1996, con buenos resultados 
(Milner y col., 1996). 
 
El marcador CD20 es una fosfoproteína transmembrana que se expresa 
predominantemente en las células B, desde el estadío pre-B hasta las células B 
activadas (Harris, 2001). La secuenciación del gen CD20 en el perro ha revelado 
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una secuencia de aminoácidos que presenta una similitud del 73 y el 68% con el 
humano y el de ratón respectivamente (Kano y col, 2005). En el perro se ha 
detectado mediante técnicas inmunohistoquímicas, tanto en linfocitos B normales 
como en linfomas (Jubala y col., 2005). Sin embargo, en los plasmocitomas 
caninos se ha encontrado una positividad a CD20 en torno al 20% (Ramos-Vara 
y col., 2007). 
 
En la mucosa sana de intestino delgado es más frecuente que los 
linfocitos T (CD3+) se encuentren en mayor número en la lámina propia de las 
vellosidades, que en zonas más profundas, adyacentes a las criptas. Esto ocurre 
tanto en las subpoblaciones CD4+ como en las CD8+. Las células plasmáticas 
(células B), aparecen en las dos localizaciones, y algunas de ellas (IgA+ e IgM+) 
son más frecuentes en la zona profunda de la lámina propia, cerca de la base de 
las criptas (German y col., 1999; Sonea y col., 2000; Waly y col., 2001).  
 
 
2.9.1 MARCADORES LINFOCITARIOS UTILIZADOS EN LOS 
LINFOMAS CANINOS Y FELINOS 
 
La detección inmunohistoquímica de marcadores linfocitarios es una 
práctica establecida para la determinación del inmunofenotipo de los linfomas 
caninos y felinos. Teske realizó, en el año 1974, un estudio muy completo en el 
linfoma multicéntrico canino, que incluía, como marcadores de células T, CD4 y 
CD8; y para células B, CD21, anti-IgM, anti-IgD y anti-IgG, entre otros (Teske y 
col., 1974). 
 
Actualmente, se cree que en los linfomas gastrointestinales es más 
frecuente el inmunofenotipo T que el inmunofenotipo B, tanto en el perro (Miura 
y col., 2004; Coyle y col., 2004; Ozaki y col., 2006¸ Frank y col., 2007; Rassnick 
y col., 2009) como en el gato (Zwahlen y col., 1998; Briscoe y col., 2011; Kiupel 
y col., 2011; Moore y col., 2012), aunque en el gato hay estudios contradictorios 
(Waly y col., 2005; Pohlman y col., 2009). En medicina humana, por el contrario, 
el linfoma gastrointestinal es más frecuente de tipo B que de tipo T (Kohno y col., 
2003; Yang y col., 2004; Radic-Kristo y col., 2010; Arora y col., 2011; Kim y col., 
2011), al igual que ocurre con el linfoma multicéntrico canino (Teske y col., 1994; 
Ruslander y col., 1997; Fournel-Fleury y col., 2002; Sueiro y col., 2004; 
Sokolowska y col., 2005; Sözmen y col., 2005; Guija de Arespacochaga y col., 
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2007; Keller y col., 2007; Gavazza y col., 2008; Vezzali y col., 2009; Ponce y col., 
2010).  
 
En la especie felina diversos investigadores utilizan principalmente los 
marcadores linfocitarios CD3 para linfocitos T, y CD79a o CD20 para linfocitos B. 
Kiupel y colaboradores (2011) encuentran un total de 37 casos de linfoma tipo T, 
frente a 7 de tipo B en su estudio retrospectivo del linfoma digestivo felino. 
Briscoe y colaboradores (2011) encuentran 28 de 29 casos de linfoma intestinal 
de bajo grado de tipo T, y tan solo uno de tipo B. Recientemente, Moore y 
colaboradores realizan un estudio muy amplio del linfoma gastrointestinal felino, 
utilizando inmunohistoquímica para CD3 y CD79, y describen un 83% de 
linfomas gastrointestinales de tipo T en esta especie (Moore y col., 2012). Otros 
autores encuentran también el linfoma T más frecuente que el B en el tracto 
gastrointestinal (Zwahlen y col., 1998; Cesari y col., 2009). Sin embargo, Waly y 
col. (2005) encuentran una mayoría de linfomas alimentarios de tipo B en la 
especie felina, con un ratio 15/8. Pohlman y colaboradores, en el año 2009, 
describen un predominio de linfomas gastrointestinales de tipo B, sin embargo, 
esto puede ser debido a que todos los linfomas gástricos que encuentran son de 
tipo B, mientras que de los linfomas intestinales, el 52% son de inmunofenotipo 
T (Pohlman y col., 2009). 
 
En la especie canina se ha estudiado menos el linfoma gastrointestinal 
que en la felina, ya que es menos frecuente. Coyle y col. (2004) realizan un 
estudio retrospectivo de linfoma gastrointestinal bastante amplio, utilizando los 
marcadores linfocitarios CD20 y CD3, con técnicas inmunohistoquímicas 
aplicadas a 44 casos, de los que el 75% eran de tipo T. Ozaki y colaboradores 
(2006) utilizan técnicas inmunohistoquímicas con los marcadores CD3 y CD79a 
para el linfoma T intestinal, los mismos marcadores que son utilizados por otros 
autores para otro tipo de linfomas caninos (Milner y col., 1996; Sueiro y col., 
2004; Sokolowska y col., 2005; Keller y col., 2007; Lurie y col., 2008; Vezzali y 
col., 2010; Valli y col., 2011; Ponce y col., 2010). 
 
Algunos autores han utilizado los marcadores leucocitarios para linfocitos 
T, linfocitos B y células plasmáticas (CD3, CD4, CD79a, IgA, IgG, IgM) en 
biopsias de perros con IBD, utilizando técnicas inmunohistoquímicas. La 
mayoría comparan biopsias de perros con IBD con biopsias de perros sanos, 
describiendo un aumento en las dos poblaciones linfocitarias en los casos de 
IBD (German et al., 2001; Kleinschmidt et al., 2007; Stonehewer et al., 1998).  
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2.10 LA PROLIFERACIÓN CELULAR: Ki-67 
 
 
La proliferación y diferenciación celular son esenciales para la formación, 
reparación y mantenimiento de la adecuada funcionalidad de todos los tejidos y 
órganos. Todas las células de un organismo multicelular están sometidas a un 
riguroso control dentro de su ciclo vital. Este control abarca tanto su potencial de 
proliferación y diferenciación como la muerte celular por senescencia o apoptosis 
(Vaux y col., 1999). 
 
En las neoplasias lo que ocurre es que se altera la proliferación celular, 
por alteraciones en algunos de los puntos de control del ciclo celular donde 
intervienen los genes supresores tumorales. Esto provoca en la célula una 
capacidad proliferativa aparentemente ilimitada, que es la característica más 
importante que diferencia a las células tumorales de sus homólogas normales 
(Weinberg, 1996). 
 
El ciclo celular es la secuencia cíclica de procesos complejos que 
culminan en la mitosis, dando lugar a dos células hijas (Perona, 1998; Schafer, 
1998). En general, todas las 
células pasan por dos períodos en 
el curso de su ciclo celular: uno de 
interfase, que es el período durante 
el cual la célula crece, replica su 
ADN y se prepara para la siguiente 
división; y un período de división o 
fase M. El período de interfase se 
divide en varias fases, que se 
denominan fases G1, S y G2.  El 
período de latencia se denomina 
G0 (Vaux y col., 1999; Perona, 
1998; Schafer, 1998). 
         Figura 1. Esquema del ciclo celular. 
 
La forma clásica de calcular el índice de proliferación es el contaje de 
mitosis en distintos campos del tumor. Normalmente se cuenta el número de 
mitosis en un cierto número (habitualmente diez) de campos consecutivos a un 
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objetivo determinado (que suele ser 40x). No obstante, aunque parece bastante 
objetivo, existen un considerable número de factores que pueden variar el 
resultado, tales como el grosor de la muestra, los campos elegidos, el tipo de 
microscopio usado, un retraso en el tiempo de fijación y la variabilidad del 
observador en la identificación de figuras mitóticas (Haapasalo y col., 1989). 
 
La proliferación celular también puede ser determinada por técnicas más 
objetivas, mediante el marcaje inmunohistoquímico de antígenos nucleares 
relacionados con el crecimiento y la división celular, como el antígeno nuclear Ki-
67 (Kelleger y col., 1994; Mukaratirwa, 2005). 
 
El antígeno nuclear Ki-67 es una proteína que se localiza en el núcleo de 
la célula y está relacionada con el ciclo celular. Se expresa en las fases G1, S, G2 
y M pero no en la fase de latencia G0  (Brown y col., 1990; Gerdes y col., 1984). 
Ki-67 es una proteína con una vida media corta, ya que se degrada después de 
la mitosis de la célula (Schafer, 1998; McEntee y col., 2002).  
 
Existen anticuerpos monoclonales frente a Ki-67 (MIB-1, o SP6) que 
detectan epítopos resistentes al formol y, por tanto, son buenos marcadores 
inmunohistoquímicos de Ki-67 en tejidos fijados, y pueden utilizarse en el 
marcaje de neoplasias (Mukaratirwa, 2005). 
 
 
2.10.1. KI-67 EN MEDICINA HUMANA 
 
En distintas neoplasias humanas se ha relacionado la expresión de Ki-67 
con un peor pronóstico. Es así, por ejemplo, en el carcinoma mamario (Moore y 
col., 1995; Choi y col., 2005), carcinoma pulmonar (Murray y col., 1992; Martin y 
col., 2004) o en el carcinoma hepático (Murray y col., 1993; Cui y col., 2004), en 
los que se ha descrito una relación entre la expresión de Ki-67 y el peor 
pronóstico de la enfermedad. 
 
En cuanto a las neoplasias gastrointestinales, se ha tratado de relacionar 
la expresión de Ki-67 con el pronóstico de los carcinomas gástricos, 
obteniéndose resultados contradictorios. Hay autores que relacionan un mayor 
índice Ki-67 con carcinomas en estado avanzado (Igarashi y col., 1999; Li y col., 
2009), mientras que otros no encuentran ninguna relación entre la expresión de 
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Ki-67 y el pronóstico en los carcinomas gástricos (Liu y col., 2001; Lazar y col., 
2010; Giaginis y col., 2011). 
 
En cuanto a los linfomas, existen numerosos estudios que relacionan la 
expresión de Ki-67 con el pronóstico de linfomas de distintas localizaciones, 
entre ellas el tracto gastrointestinal (Broide y col., 2009; Krugmann y col., 2001). 
Broide y colaboradores (2009), estudian 268 pacientes con linfoma no-Hodking´s 
encontrando una expresión media de Ki-67 de un 26.6% en linfomas de bajo 
grado y de 97.6% en linfomas muy agresivos, porcentajes similares a los 
obtenidos en un estudio previo de linfomas tipo MALT (Rivas y col., 1992). 
Sugieren que la expresión de Ki-67 varía según el tipo de linfoma, y que este 
índice podría utilizarse para diferenciar entre las formas indolente (linfoma MALT, 
linfoma linfocítico de células pequeñas y linfoma linfoplasmacítico) y agresiva de 
la enfermedad, e incluso ser un marcador de pronóstico, combinado con otros 
factores, especialmente en el linfoma B de células grandes. De este trabajo se 
deduce un posible valor del índice de proliferación Ki-67 tanto en el diagnóstico 
como en el pronóstico de los linfomas no-Hodking´s. 
 
Además del valor pronóstico de Ki-67, que ha sido demostrado en 
diversas neoplasias, en medicina humana este marcador ha sido utilizado como 
herramienta diagnóstica en la evaluación de desórdenes linfoproliferativos 
(Bryant y col., 2006; Lukande y col., 2008). Bryant y colaboradores estudian 149 
casos con lesiones benignas y malignas en diversas localizaciones, entre ellas el 
tracto gastrointestinal. Estudian tanto el índice de proliferación como la 
distribución de las células positivas a Ki-67, demostrando la capacidad de Ki-67 
para diferenciar lesiones proliferativas benignas y malignas en el tejido linfoide, 
especialmente en aquellas en las que predomina un patrón folicular. Utilizan 
biopsias de ganglios linfáticos, por ello entre sus grupos de estudio no 
contemplan el IBD (Bryant y col., 2006). 
 
En cuanto a la enfermedad inflamatoria crónica intestinal, que en el 
hombre tiene dos formas, la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa. Existe un 
trabajo que estudia la distribución de los linfocitos T (positivos a CD3) en fase de 
proliferación (positivos a Ki-67) en la mucosa intestinal. Estudian un total de 19 
casos de enfermedad de Crohn, 7 casos de colitis ulcerosa, y 12 casos control 
de tejido normal. Observan que no existen prácticamente células linfoides 
positivas a Ki-67 en la lámina propia de íleon y colon, ni en los tejidos control 
sanos, ni en las muestras de enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa. Sin 
embargo, observan más células positivas en los folículos linfoides de íleon y 
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colon de los pacientes con enfermedad de Crohn que en los pacientes con colitis 
ulcerosa y en los controles (Fell y col., 1996).  
 
 
2.10.2 KI-67 Y LAS NEOPLASIAS CANINAS 
 
En la especie canina, Ki-67 se ha utilizado tanto como marcador para 
establecer un diagnóstico como para establecer el pronóstico de neoplasias de 
diversas localizaciones.  
 
Se han publicado varios trabajos que encuentran relación entre el índice 
de proliferación celular Ki-67, la malignidad histológica y el pronóstico de 
tumores de diferentes localizaciones, tales como neoplasias hepáticas 
(Neumann y col., 2005), tumores corticales adrenales (Labelle y col., 2004), 
melanomas orales (Laprie y col., 2001; Millanta, 2002), mastocitomas cutáneos 
(Abadie y col., 1999) y otros (Mukaratirwa, 2005). En las neoplasias mamarias 
caninas Ki-67 ha sido muy estudiado, describiéndose que un alto índice Ki-67 se 
correlaciona positivamente con un incremento en el riesgo de metástasis, un 
menor tiempo de supervivencia sin sintomatología, y una menor tasa de 
supervivencia total (Peña y col., 1998; Nieto y col., 2000; Sarli y col., 2002; 
Zuccari y col., 2004). 
 
En cuanto al potencial valor diagnóstico de Ki-67, determinado con 
inmunohistoquímica, se ha utilizado para diferenciar el acantoma queratinizante 
del carcinoma de células escamosas en piel (Della Salda y col., 2002), o el 
histiocitoma cutáneo del tumor venéreo transmisible (Guvenc y col., 2002). 
Igualmente, se ha utilizado en los tumores mamarios caninos para distinguir los 
benignos de los malignos, encontrándose en estos últimos un índice mayor que 
en los benignos (Lee y col., 2004). Sin embargo, un estudio no encuentra valor 
diagnóstico en el índice Ki-67 para diferenciar seminomas de tumores 
intersticiales y de células de Sertoli (Sarli y col., 1994). 
 
En el intestino canino, la expresión de Ki-67 en la mucosa sana se limita a 
la zona profunda de las criptas de Lieberkühn, que es la zona proliferativa del 
epitelio (Laprie y col., 1998; Baum y col., 2007). 
 
En cuanto a las neoplasias gastrointestinales, Mukaratirwa y 
colaboradores (2004) estudiaron el índice de proliferación Ki-67 en neoplasias 
epiteliales gastrointestinales caninas. Concluyeron que los adenomas 
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intestinales, en general, expresaban un menor índice de Ki-67 que los 
carcinomas intestinales. En los adenomas no había diferencias significativas 
según el tipo histológico. Por el contrario, en los carcinomas, los tipos 
indiferenciados tanto de estómago como de intestino eran fuertemente positivos 
frente a Ki-67, mientras que los carcinomas diferenciados presentaban una 
expresión más variable. Se encontró que la expresión de esta proteína era 
mayor en los márgenes del tumor, así como en los carcinomas que presentaban 
invasión linfática, aunque no se encontró una relación entre el índice de 
proliferación celular Ki-67 y el grado de infiltración del tumor.  
 
 
2.10.3 EXPRESIÓN DE KI-67 EN EL LINFOMA CANINO 
 
Existen varios trabajos que reflejan la expresión de Ki-67 en el linfoma 
multicéntrico canino, evaluando su posible valor pronóstico (Fournel-Fleury y 
col., 1997; Kiupel y col., 1999; Phillips y col., 2000; Ponce y col., 2003; Keller y 
col., 2007). 
 
Kiupel y colaboradores (1999) estudian varios factores que podrían estar 
relacionados con el pronóstico en linfomas multicéntricos caninos, encontrando 
una diferencia significativa en la supervivencia total sólo entre los linfomas con 
menos del 20% de células positivas frente a la proteína Ki-67 y los perros que 
presentaron entre el 40 y el 60% de células positivas, pero no en el resto de 
grupos que establecen, por lo que no lo consideran un valor pronóstico 
significativo.  
 
Un estudio de la proteína Ki-67 en 92 perros con linfoma multicéntrico 
reveló un índice menor del 21% en los linfomas de bajo grado de malignidad, y 
mayor de un 21% en los linfomas de alto grado según la clasificación de Kiel, 
sugiriendo una posible aplicación de este índice en la clasificación de los 
linfomas (Fournel-Fleury y col., 1997). Otro trabajo realizado en 9 casos de 
linfoma multicéntrico en la especie canina, todos ellos de inmunofenotipo T, de 
alto grado, presentaban una expresión de Ki-67 media de 65,7%, con un rango 
del 50 al 82% (Ponce y col., 2003). Flood-Knapik y colaboradores encuentran 
expresiones de Ki-67 muy variables, entre el 5,2 y el 85,5%, que difieren 
ampliamente para los distintos tipos de linfoma indolente según la clasificación 
de la OMS (Flood-Knapik y col., 2012). 
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Phillips y colaboradores (2000) estudian 40 casos de linfoma multicéntrico, 
en los que encuentran una correlación positiva entre un elevado índice Ki-67 en 
los linfocitos tumorales y un tiempo de recidiva más prolongado después del 
primer protocolo quimioterápico, aunque no encuentran relación con la 
supervivencia total. Esto lo explican debido a la sensibilidad más alta a la 
quimioterapia al iniciar el tratamiento de los tumores más proliferativos; aunque 
no mencionan porcentajes concretos de expresión de Ki-67, sino simplemente su 
aumento o disminución. Zacchetti y colaboradores describen una expresión 
media de Ki-67 de 22,1% en el linfoma canino (Zacchetti y col., 2003). 
 
En el linfoma alimentario canino, un único trabajo realiza 
inmunohistoquímica para el índice de proliferación celular Ki-67 en once linfomas 
T-intestinales, encontrando expresiones entre el 3,5 y el 52,6%, con una media 
del 17,7 ±18,6% (Ozaki y col., 2006). Además, se ha publicado un caso de 
linfoma digestivo canino en un perro de un año de edad con un 43,5% de células 
positivas frente a Ki-67 (Kodama y col., 2009). Sin embargo, hasta la fecha no 
existe ningún trabajo que evalúe la expresión de Ki-67 específicamente en los 
linfomas alimentarios caninos comparándolos con la enfermedad inflamatoria 
crónica intestinal, como herramienta para el diagnóstico diferencial entre ambas 
patologías. 
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2.11 PRONÓSTICO DEL IBD Y DEL LINFOMA CANINO 
 
 
Como hemos visto, IBD y linfoma intestinal canino son dos enfermedades 
que pueden compartir una serie de rasgos comunes, pero que presentan un 
tratamiento y un pronóstico distinto (Guildford y col., 1996; Leibman y col., 2003). 
Pese a que no es el objetivo de este trabajo, vamos a reailzar una breve reseña 
del pronóstico de estas patologías. 
 
Cuando hablamos del pronóstico de la enfermedad inflamatoria crónica 
intestinal canina hemos de tener en cuenta de que se trata de una enfermedad 
que no tiene cura; pero, a pesar de eso, en la mayoría de los casos el pronóstico 
es favorable, ya que se consigue una mejoría de los signos clínicos. El 
tratamiento, médico y dietético, debe mantenerse durante largos períodos de 
tiempo, o incluso de por vida (Guildford y col., 1996; Marks, 1998; Craven y col., 
2004). Entre los factores que pueden influir en el pronóstico de esta enfermedad 
se encuentran la gravedad del infiltrado, la condición corporal del animal, la 
necesidad de un tratamiento inmunosupresor, la hipoalbuminemia o el índice de 
actividad (Willard, 2003; Craven y col., 2004; Münster y col., 2006). 
 
En el caso del linfoma canino, el tratamiento es, en todos los casos, con 
fármacos quimioterápicos, bien utilizando un único fármaco, o bien combinados, 
existiendo varios protocolos estandarizados. El linfoma digestivo puede tratarse 
mediante resección quirúrgica si aparece en forma de masa única, siempre 
seguido de quimioterapia adyuvante postquirúrgica. La supervivencia total en 
perros con linfosarcoma oscila entre los 6 y los 12 meses, aunque se han 
publicado supervivencias mayores de 14 meses (Keller y col., 1993; Vail y col., 
2001; Hall y col., 2007). Se considera que el linfoma alimentario es más 
refractario al tratamiento que el linfoma multicéntrico. Morrison-Collister y 
colaboradores (2003) encuentran una supervivencia media de 77 días en 10 
perros con linfoma gastrointestinal, mientras que esta supervivencia es de 302 
días de media en 94 perros con linfoma multicéntrico. Otro estudio utiliza el 
mismo protocolo quimioterápico en el linfoma gastrointestinal, con tiempos de 
supervivencia parecidos (Rassnick y col., 2009).  
 
Tienen mejor respuesta a la quimioterapia los linfomas en forma de masa 
solitaria en el tracto digestivo que los que afectan de forma difusa a la pared 
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gastrointestinal (Tams, 2003). La mayoría de la literatura disponible para el 
linfoma canino se refiere al linfoma multicéntrico, o bien no hace distinción en 
cuanto a la localización anatómica del tumor. Existen muy pocos trabajos que 
hablen de tratamiento y pronóstico del linfoma digestivo canino. Couto y 
colaboradores publicaron un período de supervivencia muy corto, de 3 a 14 
semanas tras el diagnóstico (Couto y col., 1989). Frank y colaboradores realizan 
un estudio clínico en 30 casos de linfoma gastrointestinal canino, aplicando 
tratamiento quirúrgico solamente a 4 casos, cirugía combinada con quimioterapia 
a 8 casos, quimioterapia sola a 15 casos, o sólo tratamiento paliativo a 3 casos. 
Los protocolos quimioterápicos de este estudio no son iguales para todos los 
pacientes, siendo algunos con un fármaco único y otros combinados. La 
supervivencia media general fue de 13 días, aunque para los linfomas 
localizados en intestino delgado la supervivencia media alcanzó los 61 días. Se 
trata de un pronóstico muy pobre, que quizá puede atribuirse al alto número de 
linfomas de tipo T que encontramos entre los linfomas gastrointestinales.  
 
Se considera que afectan negativamente al pronóstico de los perros con 
linfoma la presencia de signos sistémicos (subestadío B de la clasificación TNM 
de la OMS), hipercalcemia, afectación de ganglios mediastínicos, e 
inmunofenotipo T. La utilización de la clasificación histopatológica como factor 
pronóstico presenta resultados inconsistentes. La edad y la raza no afectan a la 
duración de la remisión, ni de la supervivencia, y la mayoría de estudios tampoco 
encuentran relación entre el estadío clínico y el pronóstico, exceptuando los 
perros con linfomas en estadío V (según la clasificación de la OMS) evidente 
(Hall y col., 2007). Los dos factores más correlacionados con el pronóstico son el 
inmunofenotipo y el subestadío de la clasificación de la OMS. Actualmente se 
sabe que el inmunofenotipo tiene valor predictivo el los perros con linfoma, tanto 
multicéntrico como digestivo, presentando peor pronóstico los linfomas derivados 
de células T (inmunorreactivos a CD3), con remisiones y esperanzas de vida 
significativamente más cortas (Greenlee y col., 1990; Teske y col., 1994; Kiupel y 
col., 1999; Phillips y col., 2000; Dobson y col., 2001; Searcey, 2001; Ponce y col., 
2004; Hall y col., 2007). De igual marnera los perros que presentan subestadío B 
(clínicamente enfermos) presentan también un peor pronóstico que los de 
subestadío A (Vail y col., 2007). Hay autores que encuentran tiempos de 
remisión más cortos después del tratamiento con quimioterapia en perros con 
hipoalbuminemia respecto a perros con niveles de albúmina normales, aunque 
está asociación no está clara (Price y col., 1991). 
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El linfoma intestinal canino y la enfermedad inflamatoria crónica intestinal 
(IBD) son enfermedades relevantes en el perro, ya que son responsables de 
gran parte de los  cuadros de vómito crónico y/o diarrea crónica en esta especie. 
 
Como ya se ha comentado a lo largo de este trabajo, muchas veces estas 
enfermedades comparten presentación clínica y aspecto endoscópico. Para el 
diagnóstico de ambas enfermedades se sigue un protocolo diagnóstico muy 
similar, de manera que su diagnóstico diferencial se basa en el estudio 
histológico de las biopsias intestinales. Se trata de dos enfermedades con un 
tratamiento y un pronóstico diferentes, lo que hace necesaria su diferenciación. 
Sin embargo, numerosos trabajos realizados hasta el momento, ponen de 
manifiesto la dificultad en la interpretación correcta de las lesiones histológicas 
en un gran número de casos, especialmente cuando se pretende diferenciar 
entre una enfermedad inflamatoria crónica intestinal grave y un linfoma intestinal 
difuso en biopsias obtenidas mediante endoscopia.  
 
Por todo esto, en el presente trabajo nos planteamos, como objetivo 
fundamental, caracterizar estas dos enfermedades y establecer criterios que nos 
permitan diferenciar un paciente con un IBD grave de un paciente con un linfoma 
intestinal. Para la consecución de este objetivo primordial, nos planteamos los 
siguientes objetivos: 
 
o Comparar la presentación clínica de la enfermedad inflamatoria crónica 
intestinal grave y el linfoma intestinal canino, en cuanto a motivo de 
consulta, sintomatología completa, y resultados de las pruebas diagnósticas 
incluidas en el protocolo. 
 
o Estudiar los parámetros endoscópicos establecidos por el grupo de trabajo 
de gastroenterología de pequeños animales de la WSAVA (Day y col., 2008) 
referentes a intestino delgado, además de la  consistencia de la mucosa a 
la toma de biopsia, en ambas enfermedades. 
 
o Caracterizar y valorar histológicamente las biopsias endoscópicas 
intestinales de ambas enfermedades mediante el estudio de una serie de 
parámetros que nos puedan orientar en el diagnóstico diferencial de los 
desórdenes linfoproliferativos.  
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o Estudiar el inmunofenotipo de las poblaciones linfocitarias implicadas en 
ambas enfermedades, mediante el empleo de técnicas 
inmunohistoquímicas, con los marcadores linfocitarios CD3 y CD20, y 
valorar los linfocitos intraepiteliales positivos a CD3.   
 
o Establecer, mediante técnicas inmunohistoquímicas, el índice de 
proliferación celular Ki-67 de ambas enfermedades (IBD vs linfoma 
intestinal), y estudiar posibles diferencias. 
 
o Detectar, por medio de técnicas de reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR), la clonalidad linfocitaria de las muestras incluidas en el estudio, para 
establecer, junto con el resto de pruebas, un diagnóstico definitivo de las 
lesiones. 
 
o Realizar una nueva clasificación de los linfomas intestinales caninos en 
función de los resultados obtenidos en el estudio histológico, 
inmunohistoquímico y con PCR, y considerando los nuevos criterios 
establecidos en la clasficación de la OMS para linfomas humanos. 
 
o Establecer un gráfico secuencial, mediante las diferentes pruebas utilizadas 
en este trabajo, para facilitar el diagnóstico y el manejo clínico de estos 
pacientes. 
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4.1 ANIMALES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO 
 
 
Se han incluido un total de 32 animales en este estudio. Todos ellos 
acudieron a la consulta de la especialidad de Gastroenterología y Endoscopia de 
pequeños animales del Hospital Clínico Veterinario de la Universidad 
Complutense de Madrid entre enero de 1999 y junio de 2011, con sintomatología 
digestiva de al menos tres semanas de duración. Tras un protocolo diagnóstico 
completo, se les realizó una endoscopia digestiva superior con toma de biopsias, 
que fueron remitidas al Servicio de Histología y Anatomía Patológica del Hospital 
Clínico Veterinario de la Universidad Complutense.  
 
Los criterios de inclusión de los animales en este estudio fueron: 
- Presentar signos digestivos crónicos graves, con sintomatología 
compatible con enfermedad de tracto digestivo superior. 
- Presentar unos resultados dentro de la normalidad en las pruebas del 
protocolo diagnóstico, considerándose necesaria la toma de biopsias. 
- Un estudio histopatológico que reveló un diagnóstico presuntivo de IBD 
grave o de linfoma intestinal. 
 
Los 32 perros se dividieron en tres grupos de diagnóstico después de 
estudiar las biopsias con las tinciones  histológicas habituales y realizadas las 
técnicas inmunohistoquímicas para los marcadores linfocitarios CD3 y CD20, Los 
grupos son los siguientes: 
 
 Grupo IBD: perros diagnosticados de una enfermedad inflamatoria 
crónica intestinal (IBD) de carácter grave (n = 15) 
 Grupo Linfoma: perros diagnosticados de linfoma intestinal (n = 8). 
 Grupo DLP: perros con un diagnóstico de desorden 
linfoproliferativo (DLP) no caracterizable mediante técnicas 
rutinarias, sospecha de linfoma (n = 9). 
 
Los datos epidemiológicos de los 32 perros se incluyen en las tablas 1, 2 y 
3, según el grupo al que pertenecen. 
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GRUPO IBD 
CASO EDAD SEXO RAZA PESO (Kg) 
1 11 Hembra Bóxer 24,2 
3 5 Macho Mastín Español 4 
10 4 Macho Rottweiler 43,3 
11 2 Macho Yorkshire Terrier 2,4 
12 6 Hembra Rottweiler 31 
13 9 Macho Cocker 17,1 
14 8 Hembra Mestizo 3,6 
15 5,5 Macho Mestizo 4,5 
17 11 Macho Cocker 16,4 
18 3 Macho Bichón Maltés 3,2 
19 9 Macho Labrador Retriever 31,1 
20 2 Hembra Beagle 12,9 
27 9 Macho Fox Terrier 14,8 
29 11 Hembra Mestizo 28,3 
32 12 Macho Rottweiler 36,4 
 
Tabla 1. Datos epidemiológicos de los perros incluidos en el grupo IBD. 
 
  GRUPO LINFOMA   
CASO EDAD SEXO RAZA PESO 
4 8 Macho Bóxer 24,2 
5 5 Hembra Yorkshire Terrier 4,5 
6 10 Macho Mestizo 25,5 
7 7 Hembra Gos D´atura 14 
8 11 Macho Chow Chow 22,1 
9 5 Hembra Mestizo 30 
23 8,5 Macho Beagle 17,9 
31 6 Macho Golden Retriever 24 
 
Tabla 2. Datos epidemiológicos de los perros incluidos en el grupo Linfoma. 
 
 GRUPO DLP  
CASO EDAD SEXO RAZA PESO 
2 4 Hembra Mastín Español 60 
16 11 Macho Rottweiler 34,8 
21 8 Hembra Yorkshire Terrier 2,3 
22 14 Macho Gos D´atura 15 
24 9 Macho Rottweiler 50 
25 7 Hembra Cocker 12 
26 7 Macho Pastor Alemán 26,2 
28 10 Hembra Mestizo 25,9 
30 7 Macho Bóxer 33,7 
 
Tabla 3. Datos epidemiológicos de los perros incluidos en el grupo DLP. 
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4.2 PROTOCOLO DIAGNÓSTICO 
 
 
En todos los casos se siguió un protocolo diagnóstico, basado en:  
 
- Anamnesis 
- Exploración física 
- Índice de actividad clínica 
- Analítica sanguínea 
- Análisis coprológico seriado en busca de parásitos 
- Pruebas de maldigestión 
- Ecografía abdominal 
- Exploración endoscópica y toma de biopsia 
 
 
4.2.1 ANAMNESIS 
 
Durante la anamnesis se realizaron una serie de preguntas a los 
propietarios, con el fin de recoger la máxima información posible del cuadro 
clínico del animal. Destacamos los siguientes aspectos: 
 
- Motivo de consulta. 
- Presencia de vómitos (frecuencia, contenido, momento de aparición). 
- Pérdida de peso. 
- Presencia de diarrea (continua o intermitente, frecuencia). 
- Características de las heces: consistencia, color, volumen, presencia 
de sangre, moco o restos de alimento sin digerir, esteatorrea. 
- Características de la defecación: número de deposiciones diarias, 
presencia de tenesmo, disquecia o urgencia. 
- Presencia de borborigmos intestinales o flatulencias aumentadas. 
- Ataques de dolor abdominal (frecuencia, duración, recuperación, 
características, asociación con diarreas o vómitos). 
- Dieta del animal: tipo de alimentación (pienso de alta o baja gama, 
comida húmeda, comida casera, comida humana, picoteo, etc.) y 
número de ingestas al día, así como la tendencia a comer hierba, 
huesos o cuerpos extraños. 
- Apetito: normal, aumentado, disminuido, anorexia. 
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- Grado de actividad o actitud. 
- Vacunaciones y desparasitaciones. 
- Tratamientos recibidos y respuesta a los mismos. 
 
 
4.2.2 EXPLORACIÓN FÍSICA 
 
Se llevó a cabo una exploración física completa de todos los animales para 
detectar posibles alteraciones, en la que se valoró fundamentalmente: 
 
- Exploración de mucosas y tiempo de relleno capilar. 
- Exploración de ganglios submandibulares, preescapulares y poplíteos. 
- Valoración de la condición corporal. 
- Valoración del grado de hidratación. 
- Auscultación cardiaca y pulmonar. 
- Toma de temperatura rectal. 
- Palpación abdominal: detección de masas, organomegalias, presencia 
de dolor, contenido anormal de las asas intestinales. 
 
 
4.2.3 ÍNDICE DE ACTIVIDAD CLÍNICA 
 
Se ha establecido un índice de actividad clínico para cada caso, de los 
grupos IBD, Linfoma y DLP, basándonos en los índices publicados para la 
enfermedad inflamatoria crónica intestinal (Jergens y col., 2004; Rodríguez-
Franco y col., 2004; Allenspach y col., 2007). Estos índices se han adaptado, 
teniendo en cuenta que contamos con un grupo heterogéneo de pacientes, que 
no todos tendrán un diagnóstico final de enfermedad inflamatoria crónica 
intestinal, y que la finalidad del estudio es la comparación entre los tres grupos 
de estudio. En todos los casos, se ha valorado la actividad clínica de la 
enfermedad antes de la exploración endoscópica. Para calcular este índice 
hemos valorado de la siguiente manera los signos clínicos: 
 
 Actividad/actitud: 
0 = normal 
1 = ligeramente disminuida 
2 = moderadamente disminuida 
3 = gravemente disminuida 
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 Apetito: 
0 = normal 
1 = ligeramente aumentado o disminuido 
2 = moderadamente aumentado o disminuido 
3 = gravemente aumentado o disminuido 
 Vómitos 
0 = ninguno 
1 = aproximadamente un vómito por semana 
2 = 2-3 vómitos por semana 
3 = más de tres vómitos por semana 
 Diarrea 
0 = ausencia de diarrea 
1 = diarrea con una frecuencia de hasta 2-3 deposiciones al 
día 
2 = diarrea con una frecuencia de 4-5 deposiciones al día y/o 
heces muy blandas 
3 = diarrea de más de 5 deposiciones al día y/o heces 
líquidas 
 Pérdida de peso 
0 = no hay pérdida de peso 
1 = pérdida de peso ligera (< 5%) 
2 = pérdida de peso moderada (5 – 10%) 
3 = pérdida de peso grave (> 10%) 
 
Las puntuaciones para cada uno de estos signos clínicos se han sumado, 
obteniéndose un índice que ha permitido realizar un estudio estadístico 
comparativo entre los tres grupos de estudio, así como buscar asociaciones con 
otros parámetros. 
 
 
4.2.4 ANALÍTICA SANGUÍNEA 
 
Se realizó una hematología y una bioquímica sanguínea, con el fin de 
descartar la presencia de enfermedades sistémicas y de detectar posibles 
alteraciones.  
 
La extracción de sangre se realizó mediante punción de la vena cefálica o 
de la yugular, según el tamaño y el carácter del perro. La sangre obtenida se 
introdujo en tubos tratados con anticoagulante: E.D.T.A. (tetra-acetato de 
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etilenediamida) para la hematología, y heparina para la bioquímica. La sangre 
fue remitida para su análisis al Laboratorio de Biopatología Clínica del Hospital 
Clínico Veterinario de la Universidad Complutense de Madrid.En todos los perros 
se evaluaron los siguientes parámetros: 
 
 Parámetros hematológicos: hematocrito, hemoglobina, recuento 
de glóbulos rojos y recuento de glóbulos blancos con fórmula 
leucocitaria. La cuantificación de estos parámetros se realizó de 
forma automática mediante un contador celular (modelo Advia® 
120, Siemens Healthcare Diagnostics). 
 
 Parámetros bioquímicos: urea, creatinina, proteínas totales, 
albúmina y ALT (GPT). Las proteínas se determinaron mediante 
refractrometría y la albúmina mediante técnicas de química 
líquida. El resto de parámetros fueron determinados mediante 
técnicas de espectrofotometría de reflexión (Reflotron®). 
 
Los valores de referencia para la especie canina de la hematología y el 
análisis bioquímico utilizados en este estudio quedan reflejados en la tabla 4. 
 
Parámetros hematológicos 
Hematocrito (%)  40,00-63,00 
Hemoglobina (g/dl)  13,00-21,00 
Glóbulos rojos x 10
6
/μl  5,70-8,90 
Leucocitos x 10
3
/μl  4,60-17,40 
Neutrófilos /μl (%)  3000-11500 (45,00-76,00) 
Linfocitos /μl (%)  1000-4800 (16,00-45,00) 
Monocitos /μl (%)  150-1350 (1,00-8,00) 
Eosinófilos /μl (%)  100-1250 (1,00-10,00) 
Basófilos /μl (%)  0-100 (0,00-2,00) 
Parámetros bioquímicos 
Urea (mg/dl)  8,00-33,00 
Creatinina (mg/dl)  0,70-1,60 
ALT (GPT) (U/l)  28,00-78,00 
Proteínas totales (g/dl)  5,00-7,00 
Albúmina (g/dl)   2,3-3,4 
Ratio Albúmina/Globulinas  0,7-1,5 
 
Tabla 4. Valores hematológicos y bioquímicos de referencia para la especie canina. 
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4.2.5 ANÁLISIS COPROLÓGICO SERIADO PARA LA DETECCIÓN DE 
PARÁSITOS 
 
Se solicitó a los dueños recoger heces de tres días consecutivos, 
conservando las de los dos primeros días en refrigeración, para realizar un 
análisis parasitológico. Las heces se remitieron al Laboratorio de Parasitología 
del Hospital Clínico Veterinario de la Universidad Complutense de Madrid, donde 
se analizaron mediante dos técnicas indirectas, los métodos Telemann y M.I.F. 
(solución Formol-Merthiolate-Yodo). El método Telemann combina técnicas de 
sedimentación y flotación, mientras que el método M.I.F. utiliza la tinción para 
preservar las heces y detectar protozoos de una forma más fácil. 
 
También se realizó un método de observación directa de las heces al 
microscopio óptico. Para ello, tras la exploración física del animal, se tomó una 
muestra de heces vía rectal, sin lubricante, que se emulsionó con unas gotas de 
solución salina fisiológica en un portaobjetos. Se observaron las heces bajo el 
microscopio óptico (Olympus® Model CX31RBSF), a un aumento de 40x, en la 
propia consulta.  
 
 
4.2.6 PRUEBAS DE MALDIGESTIÓN 
 
Se realizó una determinación de quimotripsina, en una muestra de heces, 
con el fin de descartar la existencia de una insuficiencia pancreática exocrina. 
 
La determinación de quimotripsina fecal se realizó en el Laboratorio de 
Biopatología del Hospital Clínico Veterinario de la Universidad Complutense, 
mediante un método colorimétrico (Chymotrypsin, MPR 1, 718211, Roche®). Los 
valores normales de referencia para la especie canina son los de una 
quimotripsina fecal mayor de 7U/g de heces. 
 
En los casos en los que este análisis mostró un resultado poco concluyente 
(3-7 U/g de heces), se solicitó una prueba de T.L.I. (trypsin like immunoreactivity). 
Esta determinación se realizó en suero, mediante técnicas de 
radioinmunoanálisis. Para ello se extrajeron 5 mililitros de sangre de la vena 
cefálica o yugular del paciente y se depositaron en un tubo estéril de 5mililitros 
sin anticoagulante. Este tubo se centrifugó para la separación del suero, el cual 
se remitió a la Facultad de Veterinaria de Utrecht (Holanda), para la 
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determinación de T.L.I.. Para esta prueba se exigió un periodo de ayuno de 
sólidos y líquidos previo a la extracción de sangre de 8 horas. Valores de T.L.I. 
entre 5 y 40µg/l se han considerado normales para la especie canina.  
 
 
4.2.7 ECOGRAFÍA ABDOMINAL 
 
La ultrasonografía abdominal se llevó a cabo en el Servicio de Diagnóstico 
por Imagen del Hospital Clínico Veterinario, con un ecógrafo Philips HD11 o 
Philips SD800. Se valoró: 
 
- La presencia de engrosamiento de algún segmento de la pared 
intestinal. 
- La pérdida de la diferenciación de capas de la pared intestinal. 
- La presencia de linfadenopatías mesentéricas.  
 
Además, la ecografía permitió descartar la presencia de patologías u 
organomegalias en otros órganos de la cavidad abdominal.  
 
 
4.2.8 EXPLORACIÓN ENDOSCÓPICA 
 
 
4.2.8.1 PREPARACIÓN PREVIA DE LOS ANIMALES 
 
Todos los animales fueron sometidos a una endoscopia digestiva superior 
con toma de biopsias. Para ello, recibieron una preparación previa, retirándoles 
la ingesta de alimentos 24 horas antes de la exploración, y el agua de bebida 12 
horas antes de la exploración endoscópica del aparato digestivo superior. 
 
 
4.2.8.2 PROTOCOLO ANESTÉSICO 
 
La exploración endoscópica se realizó bajo anestesia general, con el 
consentimiento escrito de los propietarios, a cargo del Servicio de Anestesia del 
Hospital Clínico Veterinario de la Universidad Complutense.  
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Se realizó un estudio previo a la anestesia, que incluyó una analítica 
sanguínea básica (hematología y bioquímica), y un estudio electrocardiográfico. 
 
Se premedicó a los animales con acepromacina (0,05 mg/kg; Calmo 
Neosan ® inyectable, Pfizer, S.A.) y butorfanol (0,4 mg/kg; Torbugesic, Fort 
Dodge Veterinaria) por vía intramuscular, y se esperó aproximadamente media 
hora para obtener un grado de sedación adecuado. Se cateterizó una vena 
cefálica con un catéter intravenoso de 18 a 22G en función del tamaño del 
paciente y se preoxigenó con oxígeno al 100% administrado a través de una 
mascarilla facial. Se indujo la anestesia con propofol (Propofol-Lipuro® 1%, B. 
Braun Medical S.A.) a dosis efecto por vía intravenosa. El catéter intravenoso se 
conservó durante toda la anestesia para tener una vía de acceso rápida en caso 
de aparecer complicaciones anestésicas. Se procedió a la intubación 
endotraqueal, con tubos endotraqueales de diámetro adecuado en función del 
tamaño del paciente. El mantenimiento anestésico se llevó a cabo con 
isofluorano (Isofluorano Inibsa®, Roída Organique Fine Ltd.) a una concentración 
espirada de 1,3 - 1,5% administrado en una mezcla de oxígeno al 40% y aire, 
que se mantuvo hasta el final de la exploración. Se utilizó una máquina para el 
mantenimiento anestésico (SA2, Dräger), con ventilador mecánico, en todos los 
animales. La monitorización del paciente incluyó: electrocardiograma, 
pulsioximetría, presión arterial no invasiva (mediante sistema oscilométrico), 
espirometría y capnografía. 
 
 
4.2.8.3 EXPLORACIÓN ENDOSCÓPICA 
 
Para la realización de las endoscopias digestivas superiores se utilizaron 
tres videoendoscopios, en función del tamaño del animal: 
 
- Modelo Fujinon EG-200FP, de 110 centímetros de longitud y 9,8 
milímetros de diámetro. 
- Modelo Fujinon EC-200LR, de 180 centímetros de longitud y 14 
milímetros de diámetro. 
- Modelo Fuginon EG-270-N5, de 110 centímetros de longitud y 6 
milímetros de diámetro. 
 
Se tomaron fotografías durante las exploraciones, con un video Printer 
Sony UP-2300P, incluido en la columna de videoendoscopia. 
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Las endoscopias se realizaron con el animal colocado en decúbito lateral 
izquierdo, de modo que el posible contenido gástrico se situase en la zona del 
fundus gástrico, para facilitar la exploración de cuerpo gástrico y antro pilórico, y 
el paso al duodeno. En todos los casos se exploró esófago, estómago y primera 
porción de duodeno, aunque esta última porción es la que será objeto del 
presente estudio. 
 
Sobre la base de los parámetros endoscópicos establecidos por el Grupo 
de Estandarización Gastrointestinal de la WSAVA (World Small Animal 
Veterinary Association; Washabau y col., 2010) para la evaluación de 
inflamación gastrointestinal en animales de compañía, y  para poder evaluar los 
casos de nuestros tres grupos de estudio, que corresponden tanto a procesos 
inflamatorios como desórdenes linfoproliferativos, hemos utilizado los siguientes 
parámetros endoscópicos referentes a intestino delgado: 
 Mucosa engrosada  
 Mucosa irregular 
 Mucosa congestiva 
 Soluciones de continuidad 
 Puntos blancos 
 Mucosa de consistencia friable a la toma de biopsias 
 Mucosa de consistencia aumentada (dura) a la toma de biopsias 
 
Cada uno de estos parámetros fue valorado de 0 a 2, siendo:  
0 = normal 
1 = alteración de grado leve-moderado 
2 = alteración de grado intenso 
 
Excepto los parámetros de mucosa de consistencia friable o de 
consistencia aumentada a la toma de biopsias, que se valoraron: 
0 = ausencia 
1 = presencia 
 
Con el fin de facilitar el estudio estadístico y establecer una valoración del 
grado de alteración general a nivel endoscópico, hemos calculado un índice de 
alteración endoscópica. En este índice, teniendo en cuenta que contamos con 
un conjunto de pacientes heterogéneo, se han incluido los siguientes parámetros:  
- Mucosa engrosada 
- Mucosa irregular 
- Mucosa congestiva 
- Soluciones de continuidad 
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4.2.9 OBTENCIÓN Y PROCESADO DE MUESTRAS 
 
 
4.2.9.1 TOMA DE BIOPSIAS 
 
Todas las muestras de este estudio se obtuvieron mediante endoscopia 
digestiva superior. Para ello se utilizó una pinza de biopsia tipo cazoleta sin 
aguja central, de diferente diámetro en función del endoscopio utilizado.  
 
Se tomaron aproximadamente 6-8 biopsias de diferentes zonas de duodeno 
de cada animal, aumentando las posibilidades de detección de lesiones de tipo 
“parcheado” (Willard y col., 2001; Willard y col., 2008); e incluso varias biopsias 
del mismo punto, tratando de profundizar en la pared duodenal para detectar 
lesiones más profundas (Willard y col., 2008). Las biopsias, inmediatamente 
después de su obtención, se introdujeron en tubos con formol tamponado al 10% 
(Panreac© ref. 253572 estabilizado con metanol a pH = 7). 
 
 
4.2.9.2 PROCESADO DE LAS BIOPSIAS 
 
Las biopsias endoscópicas de nuestros animales siguieron el procesado 
rutinario del Laboratorio de Histología del Hospital Clínico Veterinario.  
 
Las muestras se fijaron en formol tamponado comercial al 10 % 
(Panreac© ref. 253572 estabilizado con metanol a pH = 7) durante 24 horas a 
temperatura ambiente. Después fueron incluidas en parafina sintética (Casa 
Álvarez Histo-comp, ref. CA-09-5658), con un punto de fusión de 56ºC, 
utilizándose un procesador automático de tejidos (Leica© ASP 300), con un 
programa de cambios automáticos de alcoholes de creciente graduación e histo-
clear. Los bloques fueron realizados en una unidad formadora de bloques, 
consola Leica© EG1140H y placa de frío Leica© EG1130. En todos los casos se 
orientaron las biopsias para facilitar su diagnóstico, como se recomienda en 
trabajos recientes  (Willard y col., 2010).  
 
Los cortes histológicos se obtuvieron con un microtomo de rotación marca 
Leica© (modelo LEICA RM 2155®) a 3-4 µm de grosor, y posteriormente se 
llevaron a un baño de flotación (Leica© HL1210). 
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Las secciones se desparafinaron en xilol (Panreac© ref.211769), se 
hidrataron en una serie decreciente de alcoholes y agua, empleándose a 
continuación el método de tinción de hematoxilina-eosina convencional, en el 
teñidor automático Leica© SP4040. A continuación, se deshidrataron primero en 
una serie creciente de alcoholes, después se bañaron en xilol y finalmente se 
montaron con DPX (Nustain©). 
 
También se han realizado las tinciones de ácido periódico de Schiff (PAS), 
y el tricrómico de Masson. La técnica histoquímica de PAS no ha permitido el 
estudio de la integridad del epitelio superficial, así como la detección de 
hiperplasia de las células caliciformes. La técnica de Masson nos ha permitido 
determinare el grado de fibrosis de las muestras en las lesiones intestinales. 
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4.3 ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO 
 
 
El estudio histopatológico de las muestras de duodeno, obtenidas 
mediante endoscopia, se basó en la observación y valoración de una serie de 
parámetros bajo el microscopio óptico. 
 
En primer lugar, se evaluaron los parámetros publicados por el grupo de 
estandarización gastrointestinal de la WSAVA (World Small Animal Veterinary 
Association; Day y col., 2008) para el diagnóstico de la inflamación 
gastrointestinal en biopsias endoscópicas en el perro y el gato. Estos parámetros, 
para nuestra zona de estudio, el duodeno, son los siguientes: 
 
 Relacionados con rasgos morfológicos: 
o Acortamiento-ensanchamiento de vellosidades  
o Lesión epitelial  
o Dilatación de las criptas  
o Dilataciones linfáticas 
o Fibrosis 
 
 Relacionados con inflamación: 
o Linfocitos intraepiteliales 
o Infiltrado de linfocitos y células plasmáticas en lámina propia 
o Infiltrado de eosinófilos en lámina propia 
o Infiltrado de neutrófilos en lámina propia 
 
Para cada uno de los parámetros se establecen cuatro categorías, que 
hemos denominado:  
0 = mucosa normal 
1 = lesión leve 
2 = lesión moderada 
3 = lesión intensa 
 
Utilizando los parámetros de la WSAVA hemos establecido el índice de 
gravedad de la lesión inflamatoria duodenal a nivel histopatológico, como la 
suma de las puntuaciones alcanzadas en los nueve parámetros, que va de 0 a 
27. 
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Además de éstos, hemos considerado otros parámetros que pueden 
resultar de interés, aplicables a un proceso inflamatorio intestinal. Sin embargo, 
debemos ser conscientes de que entre nuestros casos nos encontramos con 
algunos que tendrán una enfermedad inflamatoria crónica intestinal, pero en 
otros apreciamos, además, cambios neoplásicos, aunque exista un infiltrado 
inflamatorio concomitante. Por ello, además de evaluar los parámetros 
establecidos para inflamación, hemos incluido una serie de parámetros más 
relacionados con el linfoma intestinal canino y felino (Kiupel y col., 2011; Briscoe 
y col., 2011; Gieger y col., 2011; Moore y col., 2012): 
 
 Patrón del infiltrado en lámina propia 
o Focal o multifocal 
o Difuso Densidad baja (<2 células en ancho de vellosidad) 
   Densidad media (3-6 células) 
   Densidad alta (>6 células) 
o A partir de folículos linfoides 
 
 Localización del infiltrado en las vellosidades  
o En forma de parches en lámina propia 
o En forma de banda en lámina propia 
o Obliteración de la lámina propia de las vellosidades 
o Obliteración de la lámina propia 
 
 Linfocitos intraepiteliales: 
- Localización: 
o En epitelio superficial 
o En epitelio de las criptas 
- Afectación: 
o Afectación difusa 
o Afectación de una sola vellosidad 
- Organización: 
o Células aisladas 
o Formando nidos mayores de cinco linfocitos 
o Formando placas que llegan a barrer cinco células epiteliales 
 
 Estructura de la pared intestinal  
o Conservación 
o Pérdida 
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 Patrón morfológico de los linfocitos 
o Monomórfico 
o Polimórfico 
 
- Y algunos parámetros que sólo es posible estudiar en los casos del grupo 
Linfoma: 
 
 Tamaño celular según la OMS (Valli y col., 2002) 
o Células pequeñas (<2 eritrocitos) 
o Células grandes (>2 eritrocitos) 
 
 Pleomorfismo celular 
o Presencia 
o Ausencia 
 
 Número de figuras mitóticas: se ha valorado el número de mitosis en un 
total de 10 campos a 40x (Ozaki y col., 2006; Kamstock y col., 2011). 
 
 Morfología celular:  se ha analizado la forma de las células, la presencia 
de nucleolos evidentes o múltiples, la apariencia de la cromatina, y el 
citoplasma. La morfología celular se tratará de forma descriptiva. 
 
 Se van a clasificar los linfomas utilizando la clasificación de la OMS para 
Veterinaria (Valli y col., 2002; Head y col., 2003), y las nuevas 
clasificaciones para medicina humana (Swerdlow y col., 2008; Campo y 
col., 2011)  
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4.4 ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO 
 
 
Las técnicas inmunohistoquímicas permiten detectar una gran variedad de 
antígenos presentes en las células o tejidos, utilizando anticuerpos marcados. 
Estas técnicas se basan en la capacidad de los anticuerpos de unirse 
específicamente a sus antígenos correspondientes. En el caso de este estudio 
se ha utilizado la técnica del complejo estreptavidina-biotina-peroxidasa, de 
modo que utilizamos la enzima peroxidasa, que se unirá a un anticuerpo 
secundario a través de biotina, y posteriormente hará cambiar de color a la 
diaminobenzidina que utiliza como sustrato, a través de una reacción de 
oxidación-reducción. De esta forma, la aparición de un color pardo evidenciará la 
presencia del antígeno que buscamos. 
 
Se ha realizado un estudio inmunohistoquímico para detectar la proteína 
nuclear Ki-67, determinante del índice de proliferación celular; así como los 
marcadores de linfocitos CD3 (para linfocitos T) y CD 20 (para linfocitos B). 
Como marcadores de linfocitos B se probaron los marcadores CD20 (polyclonal 
rabbit anti-CD20 de LabVision Corporation), CD79 (monoclonal mouse anti-
human CD79 clon HM57, de DakoCytomation), y Pax-5 (monoclonal anti-Pax5, 
clon 24, de Ventana Medical Systems), considerándose CD20 el más adecuado, 
y en el que centraremos el estudio a partir de este punto.  
 
El estudio inmunohistoquímico se llevó a cabo en cortes de biopsias 
endoscópicas de duodeno fijadas en formol e incluidas en parafina sintética, 
montados en portaobjetos ionizados (Superfrost Plus, Menzel-Glaser), con el fin 
de potenciar la adherencia de las muestras. 
 
 
4.4.1 CONTROLES PARA EL ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO 
 
En todas las series de preparaciones se incluyeron controles positivos y 
negativos para poder confirmar la eficacia de las técnicas. Los controles 
negativos se consiguieron incubando las secciones con TBS en lugar de con el 
anticuerpo primario. Los controles positivos variaron según el anticuerpo primario 
empleado: 
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- Ki-67: se utilizó un positivo endógeno, en las propias muestras de 
duodeno, la zona profunda de las criptas de Lieberkühn, que se 
corresponde con la zona proliferativa del epitelio. 
 
- CD3 y CD20: se utilizaron cortes de ganglio linfático sano, de la especie 
canina, obtenidos de perros de la sala de necropsias. Se observó tinción 
positiva frente a CD3 fundamentalmente en la cortical, en la zona 
parafolicular, lugar preferente de localización de linfocitos T; y tinción 
positiva frente a CD20 también en la cortical, fundamentalmente en los 
folículos linfoides, localización principal de los linfocitos B. 
 
 
4.4.2 TÉCNICA EMPLEADA PARA KI-67 Y CD3 
 
Para la detección inmunohistoquímica de Ki-67 y CD3 se empleó la 
técnica del complejo estreptavidina biotina peroxidasa, siguiendo un protocolo 
manual. La técnica básica de trabajo utilizada para Ki-67 y CD3, con pequeñas 
diferencias en el procedimiento según las recomendaciones técnicas específicas 
para cada proteína o las diferencias encontradas en la puesta a punto de las 
técnicas, consta de los siguientes pasos básicos: 
1) Desparafinado y rehidratado de las muestras 
Desparafinado en xilol (Panreac© ref.211769) e hidratación en alcoholes de serie 
decreciente y paso a agua destilada. Cada etapa tiene un tiempo estándar de 5 
minutos, realizándose todo el proceso en la estación lineal de tinción (Leica© 
SP4040),  
2) Desenmascaramiento antigénico 
Se realizó por presión y temperatura mediante una olla a presión, con 1,5 litros 
de buffer citrato (10mM; pH 6). Una vez alcanzada la máxima presión y 
temperatura las preparaciones se dejaron en esas condiciones durante tres 
minutos, para posteriormente parar la presión y sacar las preparaciones, que se 
dejaron enfriar 20 minutos a temperatura ambiente antes de proceder al lavado.  
3)  Lavado I 
Un lavado en agua destilada seguido de un lavado en buffer TBS (0,1 M Tris 
base, 0.9% NaCl, pH 7,4), cada uno de 5 minutos. 
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4) Inhibición de la peroxidasa endógena 
Se sumergieron las preparaciones en  una solución de 100 mililitros de metanol 
(Panreac© ref. 141091.1214) y 1,5 mililitros de peróxido de hidrógeno (Panreac© 
ref. 141077), durante 15 minutos. 
5) Lavado II  
Dos lavados en agua destilada, de 5 minutos cada uno, seguidos de otros dos 
lavados en TBS a pH 7,4, también de 5 minutos cada uno. 
6) Incubación con suero normal  
Este paso se utilizó para el anticuerpo primario policlonal, es decir, el marcador 
linfocitario CD3, para evitar uniones inespecíficas. Se incubaron las 
preparaciones con suero normal de cabra a concentración 1:30 durante 30 
minutos. Este paso no se realizó en el caso del anticuerpo monoclonal Ki-67. 
7) Anticuerpo primario  
Se incubaron las preparaciones con el anticuerpo monoclonal/policlonal  frente a 
la proteína elegida a una determinada concentración (tabla 5) durante toda la 
noche, en cámara húmeda y en refrigeración a 4ºC. 
 Anticuerpo primario Anticuerpo secundario 
Ki-67 Anticuerpo monoclonal anti-Ki-67 humano 
(clon SP6), obtenido en conejo, de Master 
Diagnóstica – LabVision Corporation, 
prediluido, listo para su uso. 
Suero secundario biotinilado anti-IgG de 
conejo, obtenido en cabra, de Vector 
Laboratories, a una dilución de 1:400. 
CD3 Anticuerpo policlonal anti-CD3 humano, 
obtenido en conejo, de DakoCytomation, a 
una dilución de 1:100. 
Suero secundario biotinilado anti-IgG de 
conejo, obtenido en cabra, de Vector 
Laboratories, a una dilución de 1:400. 
Tabla 5. Anticuerpos primarios y secundarios empleados para las técnicas inmunohistoquímicas 
de Ki-67 y CD3α 
8) Lavado III 
Se lavaron las preparaciones dos veces en TBS a pH 7,4, cada una de cinco 
minutos. 
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9) Anticuerpo secundario 
En el caso de Ki-67, obtenida en conejo, y de CD3, anticuerpo policlonal, se 
utilizó un anticuerpo secundario biotinilado anti-IgG de conejo obtenido en cabra, 
de DakoCytomation (Glostrup, Denmark), dilución 1:400 (tabla 5). 
10) Lavado IV 
Se lavaron las preparaciones dos veces en TBS a pH 7,4, cada una de cinco 
minutos, como se había hecho en el lavado III. 
11) Estreptavidina-peroxidasa  
Se incubaron las preparaciones con estreptavidina conjugada con peroxidasa 
(HRP-Streptavidin conjugate, code No. 43-4323, Zymed Lab. INC) a una dilución 
1:400 durante 30 minutos, en cámara húmeda y a temperatura ambiente. 
12) Lavado V 
Se lavaron las preparaciones dos veces en TBS a pH = 7,4, cada una de cinco 
minutos, como se había hecho en los lavados III y IV. 
13)  Revelado con DAB (diaminobencidina)  
Revelado con diaminobencidina (DAB substrate kit SK-4100), de Vector 
Laboratorios (Burligame, CA, USA).  Se utilizó un kit comercial, añadiendo, para 
1 mililitro de agua destilada, los reactivos por este orden: 20µl de buffer, 40µl de 
DAB y 20µl de peróxido de hidrógeno. Las preparaciones se revelaron en esta 
solución un máximo de 10 minutos. El tiempo depende de lo que tardan las 
preparaciones en adquirir un color marrón tabaco, y se utiliza un tiempo estándar 
para una misma proteína en todas las preparaciones.  
14) Lavado VI 
Lavado en agua corriente durante varios minutos. 
15) Contraste con hematoxilina 
Se contrastaron las preparaciones con hematoxilina de Carrazzi durante 3-4 
minutos. 
16) Deshidratación y montaje 
Se lavaron y se deshidrataron las preparaciones en una serie creciente de 
alcoholes y xilol y se montaron en DPX (Nustain). 
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4.4.3 TÉCNICA EMPLEADA PARA CD20 
 
Esta técnica se realizó en el Diagnostic Center for Population and Animal 
Health (DCPAH), Michigan State University (Lansing, MI, USA), utilizando la 
máquina automática para inmunohistoquímica Bond-Max™ (Leica Microsystems).  
 
Se utilizaron cortes incluidos en parafina, montados sobre portaobjetos 
ionizados, que en primer lugar se incubaron en una estufa a 70ºC durante 20 
minutos, para favorecer la adherencia del tejido. 
 
El anticuerpo primario utilizado fue el anticuerpo policlonal anti-CD20 
(Thermo Scientific – LabVision Corporation, Fremont, CA, USA), testado en el 
perro para plasmocitomas y linfomas multicéntricos con buenos resultados 
(Jubala y col., 2005; Ramos-Vara y col., 2007), a una dilución de 1:500. 
 
A continuación se realizó la técnica inmunohistoquímica de forma 
automática en la máquina Bond-Max™ (figura 2), que constó de los pasos que 
se especifican a continuación. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Automatizador de inmunohistoquímica Bond-Max™ (Leica Microsystems).   
1. Desparafinado y rehidratado de las muestras 
Se realizaron tres lavados con “Bond™ Dewax Solution”, a 72ºC, para después 
realizar tres lavados con Alcohol 100% a temperatura ambiente, y otros tres con 
“Bond™ Wash Solution”, el último de cinco minutos, a temperatura ambiente 
también. 
Con este anticuerpo no fue necesario realizar ningún tipo de 
desenmascaramiento antigénico, dada la buena reactividad de las muestras. 
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2. Bloqueo de la peroxidasa endógena 
Se utilizó el reactivo incluido en el kit Bond™ Polymer Refine Detection, con 
peróxido de hidrógeno al 3-4%, a temperatura ambiente, durante cinco minutos. 
3. Lavado I 
Tres veces con Bond Wash Solution. 
4. Anticuerpo primario 
Incubación con 150µl del anticuerpo policlonal anti-CD20 (LavVision, Fremont, 
CA), a una dilución de 1:500 durante 15 minutos, a temperatura ambiente. 
5. Lavado II 
Se realizaron tres lavados consecutivos con “Bond Wash Solution” a temperatura 
ambiente. 
6. Anticuerpo secundario 
Incubación con el anticuerpo secundario incluido en el kit Bond™ Polymer Refine 
Detection: anti-rabbit Poly-HRP-IgG con un 10% de suero animal en buffer TRIS. 
Durante 25 minutos, a temperatura ambiente. 
7. Lavado III 
Lavado con Bond Wash Solution durante cinco minutos a temperatura ambiente, 
seguido por otros tres lavados con Bond Wash Solution y un último lavado con 
agua destilada. 
8. Revelado con DAB 
Revelado con Diaminobecidina, incluida en el kit Bond™ Polimer Refine 
Detection, durante 10 minutos, a temperatura ambiente. 
9. Lavado IV 
Tres lavados con agua destilada a temperatura ambiente. 
10.  Contraste con hematoxilina 
Se contrastaron las preparaciones con la Hematoxilina (<0,1%) incluida en el kit 
Bond™ Polymer Refine Detection, durante 5 minutos, a temperatura ambiente. 
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11. Lavado V 
Tres lavados con agua destilada, a temperatura ambiente. 
12.  Deshidratación y montaje automático 
Con el último lavado terminó el procesado realizado con la máquina Bond-Max™. 
Se recogieron las preparaciones y se trasladaron al procesador de 
preparaciones Symphony (Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, Arizona, 
Estados Unidos) (figura 3), donde se realizó la deshidratación en una serie 
creciente de alcoholes y xilol, y el montaje de las preparaciones con un 
cubreobjetos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Procesador de preparaciones Symphony (Ventana Medical Systems) 
 
 
4.4.4  VALORACIÓN DE LA INMUNOTINCIÓN 
 
 
4.4.4.1 VALORACIÓN DE KI-67 
 
La inmunotinción positiva para Ki-67 se observó como una tinción nuclear 
de color marrón. Para establecer un índice de expresión, se contó el número 
total de células linfoides en cinco campos representativos de cada preparación, 
con el objetivo de 40X, en un microscopio óptico Olympus BX50, diferenciando 
las células positivas y negativas. Para esto se tomaron imágenes fotográficas de 
las muestras de inmunohistoquímica, con el programa Viewfinder Lite versión 
1.0 , que posteriormente se sometieron a un análisis informático para establecer 
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un índice de expresión. Este análisis se realizó en un ordenador preparado con 
el software de análisis de imagen Micro Image versión 4.0 para Windows. Así, se 
obtuvo el porcentaje de células positivas por campo a 40X. A continuación, se 
calculó el porcentaje de positividad de cada muestra, como media de los 
porcentajes de positividad de los cinco campos analizados. 
  
Según el porcentaje obtenido se estableció el índice de proliferación 
celular (IP) para cada muestra, que se define como el porcentaje de células en 
proliferación; en este caso determinado por el número de células positivas frente 
al antígeno Ki-67. Éste incluye células en las fases G1, S, G2 o M del ciclo celular. 
 
 
4.4.4.2 VALORACIÓN DE CD3 Y CD20 
 
La inmunotinción positiva, tanto para CD3 como para CD20 se observó 
como una tinción marrón en la membrana plasmática y/o en el citoplasma de los 
linfocitos. Ambas proteínas tiñen linfocitos tanto normales como neoplásicos de 
tipo T (en el caso de CD3) o de tipo B (en el caso de CD20). 
 
Estas dos proteínas se valoraron de forma conjunta para cada una de las 
muestras, estableciéndose el inmunofenotipo de cada una de las lesiones como: 
inmunofenotipo T, inmunofenotipo B, inmunofenotipo mixto, o inmunofenotipo no-
T no-B, según la expresión predominante. 
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4.5 ESTUDIO DE LA CLONALIDAD DE LINFOCITOS T: 
REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 
 
 
La técnica de PCR tiene como objetivo la amplificación selectiva de un 
fragmento de ADN, a partir de oligonucleótidos sintéticos, llamados primers o 
cebadores, de unas 18-25 pb, complementarios a los extremos de la región que 
se quiere amplificar. 
Como se ha comentado previamente, el linfoma T intestinal se caracteriza 
por un infiltrado monoclonal de linfocitos neoplásicos, acompañados de un 
intenso infiltrado inflamatorio que, en ocasiones, puede ser difícil de diferenciar 
del infiltrado presente en la mucosa intestinal de un IBD grave mediante técnicas 
histológicas. 
En este caso, estamos interesados en detectar poblaciones monoclonales 
de linfocitos T, ya que la clonalidad es un rasgo característico de malignidad 
tumoral. De este modo podremos potencialmente distinguir una población 
reactiva de una población neoplásica de linfocitos. Para ello, vamos a amplificar 
secuencias únicas de ADN, las regiones CDR3 del receptor gamma de células T 
(TCRƔ) canino. La región CDR3 del gen del receptor de células T (TCRƔ) 
codifica la región de unión del antígeno de dicho receptor, y contiene la mayoría 
de esta secuencia única. En las células T la región CDR3 del gen TCRƔ se 
produce a través de la recombinación de los genes V (variable) y J (joining-
unión). Durante el proceso de recombinación, entre 5 y 20 nucleótidos aleatorios 
se añaden entre cada segmento génico, creándose genes con una amplia 
diversidad en secuencia y longitud. Se van a utilizar cebadores para las regiones 
conservadas de los genes V y J para amplificar CDR3, seguidos de la 
separación por tamaño de los productos de la PCR (Burnett y col., 2003). 
El proceso de amplificación de ADN comprende tres fases: 
desnaturalización de las hebras de ADN, hibridación de los cebadores, y 
extensión.  
La desnaturalización supone la separación de la doble cadena de ADN en 
dos hebras simples debido a la ruptura de los puentes de hidrógeno. Se realiza 
mediante calor, a temperaturas de 94-98ºC, dependiendo de la longitud del 
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fragmento que queremos amplificar, el contenido en guanina y citosina, y la 
fuerza iónica. 
La hibridación de los cebadores se produce en las secuencias 
complementarias de ADN,  que sirven como punto de partida para que la enzima 
ADN-polimerasa empiece a incorporar desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) para 
la síntesis de nuevas hebras de ADN. Para que un cebador sea efectivo debe 
tener una longitud adecuada, de 18-24 nucleótidos (en cualquier caso menor de 
30 nucleótidos), y no tener muchas repeticiones de nucleótidos, para evitar el 
riesgo de que se formen bucles. La hibridación de los cebadores se produce a 
temperaturas de 40-68ºC. 
En el proceso de extensión, la ADN-polimerasa sintetiza una nueva 
cadena de ADN, complementaria a la cadena de ADN molde, mediante la 
adición de dNTPs, en dirección 5´a 3´. La temperatura de extensión depende de 
la ADN-polimerasa empleada. Esto se repite durante una serie de ciclos, de 
forma que se obtiene un número elevado de copias de ADN, que se pueden 
visualizar posteriormente empleando geles de electroforesis. 
Las técnicas de PCR utilizadas en este trabajo se realizaron en el 
laboratorio de Virología del Diagnostic Center for Population and Animal Health, 
Michigan State University, MI, Estados Unidos.  
 
 
4.5.1 DESPARAFINADO DE LAS MUESTRAS 
 
Se utilizaron muestras de biopsias endoscópicas incluidas en parafina, de 
modo que fue necesario el desparafinado de los tejidos previo a la extracción del 
ADN. Se partió de 5 cortes de 6µm de grosor de cada una de las muestras, que 
se colocaron en un tubo tipo eppendorf para proceder al desparafinado. 
Para el desparafinado se utilizó el kit: QIAamp DNA FFPE Tissue Kit 
(QIAGEN), siguiendo el protocolo del fabricante, en tres pasos básicos: 
1. Eliminado de la parafina: se disuelve en xilol y es retirada. Para ello 
añadimos soluciones de xilol y etanol alternativamente (900µl en cada 
muestra) y centrifugamos, retirando el sobrenadante, para después 
dejar secar el precipitado a temperatura ambiente durante 30 minutos. 
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2. Lisis: la lisis se llevó a cabo con proteinasa K. Se añadieron 180µl de 
buffer ATL y 20µl de proteinasa K en cada eppendorf, para después 
mezclar y machacar el tejido con un bastoncillo proporcionado en el kit. 
3. Tratamiento con calor: se incubaron las muestras en un baño a 56ºC 
durante una hora, para después pasar a otro baño a 90ºC durante otra 
hora. Así, se revirtieron las reacciones cruzadas de la formalina. 
 
 
4.5.2 EXTRACCIÓN DE ADN 
 
La extracción de ADN, a partir de los tejidos desparafinados, se realizó de 
forma automática con QIAcube (QIAGEN, figura 4), utilizando columnas 
QIAampMinElute Column (QIAGEN), siguiendo el protocolo del fabricante. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Máquina QIAcube para la extracción automática de ADN .  
 
El proceso consta de los siguientes pasos: 
- Resuspensión, lisis y neutralización. 
- Transferencia del lisado. 
- Limpieza por centrifugación y transferencia del lisado limpio. 
- Unión. 
- Lavado. 
- Transferencia a la columna. 
- Elusión. 
- Obtención de ADN puro. 
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Se utilizó un control de extracción en cada tanda de muestras, para 
comprobar que no existía contaminación cruzada. Este control se hizo añadiendo 
180µl  de buffer ATL y 20µl de proteinasa K a un eppendorf vacío. 
 
 
4.5.3 PREPARACIÓN DE MASTERMIX (PREMEZCLA DE REACTIVOS) 
 
Para preparar MasterMix se utilizó el kit Type-it mutation detect PCR kit 
(QIAGEN), que incluye la polimerasa termorresistente HotStarTaq Plus ADN-
polimerasa, desoxirribonucleótidos (dNTPs) y Type-it mutation detect PCR buffer. 
 
La preparación de MasterMix se realizó siempre en una sala limpia, en la 
que no se llevó a cabo ningún proceso que implicase manipulación de ADN. 
Para evitar contaminación, ninguna persona podía entrar a esta sala con la bata 
utilizada en otro laboratorio, y se debían utilizar guantes limpios. 
 
Los cebadores o primers utilizados fueron los siguientes (Burnett y col., 
2003): 
- TCRγ1: ACC CTG AGA ATT GTG CCA GG (región J) 
- TCRγ2: GTT ACT ATA AAC CTG GTA AC (región J) 
- TCRγ3: TCT GGG A/GTG TAC/T TAC TGT GCT GTC TGG (región V) 
 
Para preparar MasterMix para 20 pocillos, las cantidades utilizadas fueron 
las siguientes: 
- 382µl de agua limpia de DNAsa 
- 500µl de HotStarTaq ADN-polimerasa (del kit, con buffer y dNTPs 
incluidos) 
- 6µl de cada uno de los cebadores 
 
 
4.5.4 PROCESADO DE LAS MUESTRAS MEDIANTE PCR 
 
Se realizó PCR de todas las muestras por duplicado (45µl de MasterMix y 
5µl del extracto de ADN correspondiente). En cada tanda de muestras se incluyó, 
además: 
- El control de extracción correspondiente. 
- Control negativo sin ADN: MasterMix (45µl) y agua limpia de DNAsa (5µl). 
- Control positivo: una muestra de monoclonalidad conocida. 
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- Control negativo policlonal: una muestra de policlonalidad conocida. 
 
Se utilizó un termociclador Thermal Cycler 2720 (Applied Biosystems, 
figura 5). El ciclo empleado fue el que se indica en la tabla 6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Termociclador Thermal Cycler 2720. 
 
Ciclos Temp. (ºC) Tiempo 
1x 94ºC 5 min 
45x 
94ºC 30 seg 
60ºC 90 seg 
72ºC 30 seg 
1x 72ºC 7 min 
1x 4ºC ∞ 
 
Tabla 6. Ciclos empleados para la PCR convencional. 
 
Una vez amplificado el ADN, se realizó un análisis Heteroduplex, es decir, 
se traspasaron 23 µl de las muestras originales amplificadas a nuevos tubos y se 
procedió a desnaturalizar el ADN de nuevo para volver a unir las dos hebras de 
ADN, antes de proceder a su lectura en el gel de electroforesis. La 
desnaturalización siguió el ciclo que se indica en la tabla 7. 
 
Ciclos Temp (ºC) Tiempo 
1x 94 10 min 
1x 4ºC 1 hora 
 
Tabla 7. Ciclos empleados para la PCR heteroduplex. 
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4.5.5 LECTURA DE LA PCR 
 
 
4.5.5.1 LECTURA AUTOMÁTICA EN QIAXCEL ADVANCED  
 
El sistema QIAxcel Advanced (QIAGEN Inc., Valencia, California, Estados 
Unidos) es un sistema automático de electroforesis capilar de alta resolución 
(figura 6). 
 
 
Figura 6. Sistema QIAxcel Advanced, sistema capilar de electroforesis de alta resolución.  
 
El sistema QIAxcel Advanced utiliza electroforesis capilar en gel, 
permitiendo una rápida separación de los ácidos nucleicos según su tamaño. En 
lugar del gel de agarosa tradicional, utiliza un cartucho con un gel preformado. 
De esta manera, cada muestra es cargada en un capilar individual, migrando los 
ácidos nucleicos cargados negativamente hacia el polo positivo del capilar, al 
igual que ocurre en los geles de agarosa tradicionales. 
 
Según las moléculas de ADN migran a través del capilar, pasan a través 
de un detector que mide la señal fluorescente. Un detector fotomultiplicador 
convierte esa señal en datos electrónicos, que se transfieren al ordenador para 
su posterior análisis con el sofware QIAxcel ScreenGel Software. Este programa 
calcula el tamaño de los fragmentos de ADN, en pares de bases, comparándolos 
con el marcador de referencia de longitud. Estos datos, una vez procesados, 
pueden visualizarse, en forma de electroferograma, o en forma de imagen de gel 
en el monitor del ordenador. 
 
En este estudio se ha utilizado el kit QIAxcel DNA High Resolution, con un 
marcador de alineación de 15-500 pares de bases, y un marcador de referencia 
de longitud de 25-500 pares de bases.  
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4.5.5.2 LECTURA EN EL GEL DE ELECTROFORESIS 
 
Para la lectura en el gel de electroforesis, el producto amplificado se 
mezcló con un tampón de carga antes de cargarlo en el gel. El tampón de carga 
utilizado fue el “Gel Loading Dye Blue” (Biolabs, Inc., New England, Estados 
Unidos), 5µl por muestra, compuesto (1x) por azul de bromofenol al 0,015%, 
SDS al 0,017% y Ficoll 400 al 2,5%, 11mM EDTA, en 3,3mM Tris-HCl. La 
función de este tampón es la de dar coloración a la mezcla para posibilitar su 
visualización en el gel, así como aportar solidez para que, al cargar la mezcla en 
el gel, quede al fondo del pocillo. 
 
Se ha utilizado un gel de electroforesis de agarosa al 4%. La agarosa es 
un polisacárido natural que se disuelve con calentamiento y le confiere rigidez al 
gel. A mayor concentración de agarosa, mayor resistencia al avance de la 
muestra por el gel. En concreto, en nuestro estudio, se ha utilizado una cantidad 
de 1g  de UltraPure Agarose (InvitrogenTM), y 3g de NuSieveGTC Agarose 
(Lonza BioResearch, San Diego, Estados Unidos), en solución con 100ml de 
Sodium Borate Buffer a pH = 8. A la mezcla del buffer con agarosa se añadieron 
5µl de Bromuro de Etidio (Fisher Biotech, Wembley, Australia). Este compuesto 
se utiliza con la función de unirse al ADN, de modo que le confiere fluorescencia 
al exponerlo a luz ultravioleta, lo que nos permitirá visualizar los fragmentos de 
ADN amplificados. 
 
Para cargar el gel se cargaron primero 14µl de marcador o ladder (Biolabs, 
Inc., New England, Estados Unidos) de 100 pares de bases, que nos permitiría 
después visualizar el tamaño de banda de nuestras muestras en el gel. Se 
cargaron, para cada muestra, 20µl de la mezcla compuesta por el ADN 
amplificado y el tampón de carga, en cada pocillo del gel. 
 
Se utilizó una caja de electroforesis PowerPac BasicTM (Bio-Rad 
Laboratorios, Inc., Hercules, California, Estados Unidos), con una corriente de 
150V y 400mAmp, durante 25 minutos (figura 7). Al ser un gel de agarosa al 4%, 
el tiempo de migración debía ser más largo de lo habitual. 
 
La lectura del gel se realizó mediante su visualización con un 
transiluminador de luz ultravioleta (UVP Model M-15, Upland, California, Estados 
Unidos), conectado a una cámara fotográfica Canon PC1251 Powershot A720 IS 
(Canon, Inc. Estados Unidos), figura 7. 
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Figura 7. Caja de electroforesis y transiluminador ultravioleta conectado a una cámara 
fotográfica.  
 
 
4.5.5.3. INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS 
 
La clonalidad de las poblaciones linfocitarias se va a determinar por el 
número y el tamaño de las bandas que aparecen en el gel de electroforesis, y en 
el electroferograma. 
 
El producto amplificado es de aproximadamente 90 pares de bases 
(Burnett y col., 2003), por lo tanto, se considerará como resultado positivo la 
presencia de una o dos bandas dominantes en torno a esa longitud (80-100 bp), 
presentes en las muestras repetidas de cada caso, que indicará la presencia de 
una población clonal de linfocitos, consistente con un proceso neoplásico. La 
amplificación policlonal, correspondiente a un proceso no neoplásico, como la 
inflamación, se visualizará como varias bandas separadas por su tamaño que 
incluso pueden llegar a juntarse en la imagen del gel en una banda más ancha. 
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4.6 ESTUDIO ESTADÍSTICO 
 
 
Los resultados obtenidos se analizaron estadísticamente en el 
Departamento de Apoyo a la Investigación del Área de Informática y 
Comunicaciones de la Universidad Complutense de Madrid. 
 
El análisis estadístico de los datos se realizó con el programa SPSS 19.0  
para Windows. 
 
Se realizó una estadística descriptiva de nuestra población de estudio, en 
cuanto a parámetros epidemiológicos, clínicos, endoscópicos, histopatológicos e 
inmunohistoquímicos, utilizando porcentajes y valores absolutos. Se han 
utilizado, fundamentalmente, medias, desviaciones típicas, máximos, mínimos, 
medianas y desviaciones típicas de la media para variables cuantitativas; y 
frecuencias y porcentajes de las categorías para las variables cualitativas. 
Después, se realizó una estadística analítica, en busca de relaciones o 
diferencias significativas entre grupos, en las diferentes variables. 
 
Los métodos estadísticos utilizados fueron los siguientes (SPSS, 2010): 
 
- Estadística descriptiva de las variables cuantitativas (procedimiento 
DESCRIPTIVE) para la descripción de las muestras: media, desviación 
estándar, máximo, mínimo, mediana, desviación estándar de la media, 
etc. (Ferrán, 1996). 
 
- Estadística descriptiva de las variables cualitativas (procedimiento 
FREQUENCIES), con la obtención de frecuencias y porcentajes de las 
categorías (Ferrán, 1996). 
 
- Tablas de contingencia para la relación entre variables cualitativas 
(procedimiento CROSSTABS). Test de la chi-cuadrado (2) para 
contrastar la independencia o influencia entre dos variables 
cualitativas, donde se emplea el test de la chi-cuadrado de Pearson 
con información en cada casilla de la tabla de contingencia del 
porcentaje en fila y los residuos corregidos  no tipificados para ayudar 
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a descubrir las tramas en los datos que contribuyen a una prueba de 
chi-cuadrado significativa (Everitt, 1992 y Ferrán, 1996). 
 
- Análisis de la varianza, ANOVA de 1 factor (procedimiento ONEWAY), 
para la comparación de múltiples medias. Se muestra el test de 
Bonferroni para las comparaciones múltiples de los grupos del factor 
(Ferrán, 1996). 
 
- Test de la t de Student (procedimiento T-TEST) para la comparación  
de una media en variables cuantitativas. Comparación de la medida 
con el valor dado por otros autores. Se asume la normalidad en los 
datos (Ferrán, 1996). 
 
- Relación bivariante entre variables continuas (procedimiento CORR), 
con la obtención del coeficiente de correlación de Pearson. (Ferrán, 
1996). 
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5.1 ESTUDIO EPIDEMIOLÓGICO  
 
 
A continuación se exponen los datos obtenidos de los perros de nuestro 
estudio, divididos en tres grupos (Grupo IBD, Grupo Linfoma y Grupo DLP), 
referentes a edad, sexo, raza, peso y tamaño. 
 
 
5.1.1 DISTRIBUCIÓN RESPECTO A LA EDAD Y EL SEXO 
 
La media de edad de los perros incluidos en este estudio es de 7,66 ± 3 
años, con un rango de 2 a 12 años.  
 
La media de edad y la desviación típica para cada uno de los grupos de 
estudio se muestran en la tabla 8. La diferencia de edad entre los grupos de 
estudio no ha resultado estadísticamente significativa (p = 0,576).  
 
 n Media (años) Desv. Típica 
Valor 
mínimo 
Valor 
máximo 
p 
Grupo IBD 15 7,17 3,46 2 12 
0,0576 Grupo  Linfoma 8 7,56 2,23 5 11 
Grupo DLP 9 8,55 2,87 4 14 
 
Tabla 8. Distribución de la edad media de los perros según sus grupos de diagnóstico. 
 
En cuanto al sexo, los pacientes de nuestro estudio son 62,5% machos y 
37,5% hembras, con un ratio de 20:12. 
 
En los tres grupos existen más machos que hembras, aunque esta 
diferencia se hace más acusada en el grupo 1 (IBD), en los que encontramos un 
66,7% de machos, con un ratio de 2:1. La diferencia en la distribución en cuanto 
al sexo en los tres grupos de estudio no ha resultado estadísticamente 
significativa (p = 0,862). La distribución en cuanto al sexo para cada uno de los 
grupos de estudio se muestra en el gráfico 1. 
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Gráfico 1. Distribución en cuanto al sexo de cada uno de los grupos de estudio. 
 
 
5.1.2. DISTRIBUCIÓN RESPECTO A LA RAZA Y EL PESO  
 
Las razas más representadas entres los perros de nuestro estudio han 
sido: Rottweiler (n = 5), Yorkshire Terrier (n = 4), Bóxer (n = 3), Cocker (n = 3), y 
Gos d´Atura catalán (n = 2). El resto de razas presentan un único ejemplar. 
Además, encontramos cuatro perros mestizos. 
 
El peso medio de los animales de nuestro estudio es de 21,72 ± 14,29. La 
media de peso es algo mayor en el grupo Linfoma (20,27 ± 8,01 kg) que en el 
grupo IBD (18,16 ± 13,42). Sin embargo, la media de peso mayor la presenta el 
grupo DLP (28,97 ± 18,31). 
 
Para estudiar el peso de los animales vamos a clasificarlos en cuatro 
grupos (Rodríguez-Franco y col., 2002): 
 
- Perros pequeños (<10 kg) 
- Perros medianos (11-20 kg) 
- Perros grandes (21-30 kg) 
- Perros gigantes (>30 kg) 
 
Encontramos una distribución muy heterogénea en cuanto al peso, siendo 
el 21,87% de raza pequeña, el 25% de raza mediana, el 28,13% de raza grande, 
y el 25% de raza gigante. Sin embargo, si comparamos el peso de los perros 
según el grupo al que pertenecen, observamos que el 62,5% de los perros del 
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grupo Linfoma son de tamaño grande, mientras que en el grupo IBD la 
distribución presenta porcentajes similares en cada una de las categorías 
establecidas (gráfico 2). El peso no ha mostrado diferencias estadísticamente 
significativas entre los grupos de estudio. 
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Grupo IBD Grupo Linfoma Grupo DLP
Raza pequeña (<10kg)
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Raza gigante (>30kg)
 
Gráfico 2. Distribución de los perros en cuanto a su tamaño para los grupos de estudio.  
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5.2 ESTUDIO CLÍNICO 
 
 
En este apartado se van a exponer los resultados clínicos en cuanto a 
motivo de consulta, cuadro clínico, hallazgos en la palpación abdominal, en la 
analítica sanguínea y en la ecografía. 
 
 
5.2.1. MOTIVOS DE CONSULTA 
 
El motivo de consulta por el cual los propietarios de los perros de nuestro 
estudio acudieron a su veterinario fue la presencia de un único signo clínico en 
23 de ellos (71,87%), aunque luego presentasen otros signos clínicos; o la 
combinación de varios de ellos en los 9 restantes (28,13%). El motivo de 
consulta es único o incluye varios signos clínicos independientemente del grupo 
de diagnóstico al que pertenecen estos animales. La presencia de diarrea fue la 
causa para acudir a la consulta de hasta 23 de los propietarios (71,87%), la 
existencia de vómitos de hasta 14 de ellos (43,75%), la pérdida de peso en 2 
(6,25%) y la anorexia en uno de ellos (3,13%), en ambos casos acompañadas de 
algún otro signo clínico. Otros signos motivo de consulta incluyeron ataques de 
dolor abdominal y ascitis, en dos de los casos (6,25%). 
 
Si analizamos los motivos de consulta en los diferentes grupos de estudio 
destacamos que la presencia de vómitos es algo superior a la diarrea en el grupo 
IBD (66,6% frente a 53,3%, del total de perros del grupo IBD), mientras que la 
presencia de diarrea como motivo de consulta presenta una frecuencia mucho 
mayor que el vómito en el grupo Linfoma (87,5% del total de perros con linfoma, 
frente a 37,5% en el vómito) y en el grupo DLP (88,9% frente a 11,1%, en el total 
de los perros de este grupo), como podemos observar en la tabla 9 Estas 
diferencias no tienen significación estadística. 
 
  
Grupo IBD 
n =15 
Grupo Linfoma 
n = 8 
Grupo DLP 
n = 9 
Diarrea 8 7 8 
Vómitos 10 3 1 
Pérdida de peso 1 1 0 
Alteraciones en el apetito 0 1 0 
Otros 1 0 1 
 
Tabla 9. Motivos de consulta tanto en su aparición de manera individual como formando parte de 
un conjunto de signos clínicos, en los diferentes grupos de estudio. 
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Mediante diferentes análisis estadísticos, tablas de contingencia y pruebas 
de Chi-cuadrado, tratamos de buscar un posible efecto del tamaño, el sexo o la 
edad en el motivo de consulta en nuestra población. Ha resultado 
estadísticamente significativo el que los animales de tamaño pequeño (<10kg) 
presentaran con mayor frecuencia el vómito como motivo de consulta, y con 
menor frecuencia la diarrea, respecto al resto de animales (p = 0,026).  
 
 
5.2.2. SIGNOS CLÍNICOS 
 
 
5.2.2.1 SIGNOS CLÍNICOS EN LA POBLACIÓN DE ESTUDIO 
 
El signo clínico más frecuente es la pérdida de peso, presente en 31 de 
los 32 perros (96,87%), seguida de diarrea, alteraciones en la actividad o actitud, 
alteraciones en el apetito, y vómitos. La pérdida de peso se consideró leve (< 
5%) en 12 de los casos, moderada (5-10%) en 13 de los casos, y grave (> 10%) 
en 6 de ellos. 
 
Destacamos también la presencia la diarrea, crónica, con características 
de intestino delgado, en 26 de los 32 perros (81,25%). En estos casos la 
frecuencia de la defecación era normal con una consistencia blanda en 8 de los 
animales, mientras que 13 presentaban entre 4 y 6 deposiciones al día o bien 
heces muy blandas, y los 4 restantes más de 6 deposiciones al día y/o diarrea 
líquida. 
 
Las alteraciones en el apetito, presentes en 18 de los 32 perros (56,25%) 
incluyeron fundamentalmente disminución del apetito (n = 15), y con menor 
frecuencia apetito aumentado (n = 4). El grado de alteraciones del apetito fue 
leve en seis de los casos, moderado en cinco y grave en seis.  
 
La presencia de vómitos fue también muy frecuente, presentándose en 17 
de los perros (53,13%). La frecuencia de aparición era de 1 vómito a la semana 
en 5 de los casos; de 2 o 3 vómitos a la semana en cuatro casos; y de más de 
tres vómitos por semana en 8 de ellos.  
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5.2.2.2 SIGNOS CLÍNICOS POR GRUPOS DE ESTUDIO E ÍNDICE DE 
ACTIVIDAD CLÍNICA 
 
Al estudiar los signos clínicos en los tres grupos observamos algunas 
diferencias. La pérdida de peso es el síntoma más frecuente entre los perros 
diagnosticados de IBD, presente en la totalidad de ellos. Sin embargo, en el 
grupo Linfoma este síntoma comparte frecuencia con la diarrea; y en el grupo 
DLP la diarrea es ligeramente más frecuente que la pérdida de peso, y aparece 
en todos los perros de este grupo. La diferencia más llamativa la encontramos en 
la presencia de vómitos, notablemente más frecuentes en el grupo IBD, donde 
constituyen el segundo signo más común, mientras que en los grupos Linfoma y 
DLP es el signo menos frecuente de los estudiados. Por otro lado, las 
alteraciones en el apetito son más frecuentes en el grupo Linfoma que en el 
resto de grupos. Los resultados en cuanto a sintomatología para los tres grupos 
de estudio se muestran en la tabla 10. 
 
 
Grupo IBD 
n = 15 
Grupo Linfoma 
n = 8 
Grupo DLP 
n = 9 
Pérdida de peso 100,0% 87,5% 88,9% 
Diarrea 66,7% 87,5% 100,0% 
Alteraciones en la actividad/actitud 73,3% 75,0% 77,8% 
Alteraciones en el apetito 60,0% 75,0% 44,4% 
Vómitos 80,0% 37,5% 22,2% 
 
Tabla 10. Valoración de la sintomatología clínica según los grupos de diagnóstico. Los 
porcentajes se refieren al total de individuos dentro de cada grupo de diagnóstico. 
 
Las diferencias en la frecuencia de vómitos y el número de deposiciones 
al día y la consistencia de las heces, así como el grado de pérdida de peso y de 
alteraciones del apetito entre los distintos grupos de estudio no han resultado 
estadísticamente significativas. 
 
La gravedad de cada signo clínico nos ha servido para calcular un índice 
de actividad, como se puede observar en la tabla 12. En el grupo Linfoma el 
índice de actividad clínica medio ha sido mayor que en los otros dos grupos, sin 
llegar a ser esta diferencia estadísticamente significativa (p = 0,432), con los 
valores que se muestran en la tabla 11. 
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 n Índice Actividad Medio Desviación Típica p 
Grupo IBD 15 6,4 2,6 
0,432 Grupo Linfoma 8 8,0 3,6 
Grupo DLP 9 6,0 3,1 
 
Tabla 11. Índice de actividad clínica medio para cada uno de los grupos de estudio. 
 
 
Tabla 12. Índice de actividad clínica y gradación de los síntomas de todos los casos según su 
grupo de estudio. 
 Caso Vómitos Diarrea 
Pérdida 
de peso 
Alteración 
del apetito 
Alteración en la 
actividad/actitud 
ÍNDICE DE 
ACTIVIDAD  CLINICA 
G
ru
p
o
 I
B
D
 
1 1 3 3 0 1 8 
3 2 1 3 1 2 9 
10 3 2 2 0 2 9 
11 3 0 1 0 0 4 
12 2 1 1 0 1 5 
13 0 2 1 0 0 3 
14 0 0 2 0 0 2 
15 1 2 1 1 2 7 
17 2 2 1 0 1 6 
18 1 0 2 1 1 5 
19 1 2 2 2 2 9 
20 3 3 2 1 1 10 
27 3 0 1 3 3 10 
29 3 0 1 0 1 5 
32 0 2 2 0 0 4 
G
ru
p
o
 L
in
fo
m
a
 
4 0 2 1 3 0 6 
5 1 0 2 1 1 5 
6 0 2 3 2 1 8 
7 2 2 2 2 2 10 
8 0 3 2 3 2 10 
9 3 2 3 3 3 14 
23 0 1 1 0 0 2 
31 0 1 3 3 2 9 
G
ru
p
o
 D
L
P
 
2 3 3 3 3 2 14 
16 0 3 2 0 1 6 
21 0 1 0 0 0 1 
22 0 1 2 2 2 7 
24 0 1 1 0 1 3 
25 0 1 1 0 0 2 
26 3 2 2 1 1 9 
28 0 2 2 2 2 8 
30 0 2 1 0 1 4 
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5.2.3 PALPACIÓN ABDOMINAL 
 
Los hallazgos más relevantes encontrados en la palpación abdominal se 
resumen en el gráfico 3, y se comentan a continuación. 
Gráfico 3. Hallazgos más relevantes en la palpación abdominal: presencia de gases y líquidos 
en el interior de las asas intestinales, dolor, y engrosamiento de las asas intestinales, para los 
tres grupos de estudio. Los porcentajes se refieren al total de animales de cada grupo. 
 
La palpación abdominal reveló la presencia de gases y líquidos en interior 
de las asas intestinales en el 53,1% de los perros. Al analizar este parámetro en 
los grupos de estudio, encontramos su presencia más frecuente en el grupo 
Linfoma, si bien las diferencias entre grupos no alcanza la significación 
estadística (p = 0,228). Los resultados de la palpación de gases y líquidos en las 
asas intestinales en los diferentes grupos de estudio se muestran en el gráfico 3.  
 
En once de los animales (34,4%) se percibió dolor a la palpación 
abdominal. El dolor abdominal estaba también presente en los tres grupos de 
estudio (gráfico 3) y, aunque era ligeramente más frecuente en el grupo IBD, las 
diferencias  no han resultado estadísticamente significativas (p = 0,659).  
 
La sensación de engrosamiento de las asas intestinales fue apreciada en 
la palpación abdominal en el 15,6% (n = 5)  de los perros, afectando a los tres 
grupos de estudio, y no resultando las diferencias entre grupos estadísticamente 
significativas (p = 0,205). Los resultados de estos parámetros pueden verse en el 
gráfico 3. 
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5.2.4. ANALÍTICA SANGUÍNEA 
 
Los hallazgos más relevantes de la analítica sanguínea, tanto del 
hemograma como de la bioquímica, para cada grupo de estudio se resumen en 
el gráfico 4, y se van a comentar a continuación. 
 
Gráfico 4. Alteraciones encontradas en la analítica sanguínea para cada grupo de estudio. Los 
porcentajes se refieren al total de animales dentro de cada grupo. 
 
 
5.2.4.1 HEMOGRAMA 
 
Los valores de hematocrito se encontraron por debajo de los límites de 
normalidad, indicando la presencia de anemia, en el 25% de los perros del 
estudio (n = 8). La anemia apareció en perros de los tres grupos de estudio, 
siendo más frecuente en el grupo Linfoma (37,5%), que el grupo DLP (33,3%) y, 
fundamentalmente, que en el grupo IBD (13,3%), aunque las diferencias no 
resultaron estadísticamente significativas entre grupos (p = 0,352).  
 
Se han realizado análisis estadísticos de t de Student tratando de 
relacionar los hallazgos de la analítica sanguínea con la sintomatología clínica en 
la población estudiada, encontrándose diferencias significativas en el 
hematocrito entre los casos que presentan una pérdida de peso leve y los que 
presentan una pérdida de peso moderada o grave (p < 0,001). Asimismo, existen 
diferencias estadísticamente significativas en el hematocrito entre los perros que 
no presentan alteraciones en la actividad/actitud y los que presentan alteraciones 
de carácter moderado o grave (p = 0,011).  
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Utilizando el índice de correlación de Pearson, se ha encontrado una 
correlación negativa entre el hematocrito y el índice de actividad clínico. Es decir, 
el descenso en los valores de hematocrito se ha correlacionado con un mayor 
índice de actividad clínico (r = -0,470; p = 0,007). 
 
En cuanto al valor de los leucocitos, encontramos leucocitosis en el 25% 
de los perros (n = 8). En todos los casos se trataba de una leucocitosis con 
neutrofilia. Aparece leucocitosis en los tres grupos de estudio, aunque es más 
frecuente en el grupo Linfoma (37,5%), que en el grupo DLP (22,2%) y que en el 
grupo IBD (20%), sin llegar a ser estas diferencias estadísticamente significativas 
(p = 0,636). 
 
 
5.2.4.2 BIOQUÍMICA SANGUÍNEA 
 
El hallazgo más frecuente en la analítica sanguínea es la presencia de 
hipoproteinemia, que afectó a 16 de los casos (50%), 6 del grupo IBD, 5 del 
grupo Linfoma y 5 del grupo DLP. La hipoproteinemia presentaba un cociente 
albúmina/globulinas en torno a 1 en todos los casos.  Así, si observamos este 
parámetro en cuanto a porcentaje para cada grupo de estudio, se dio de manera 
más frecuente en el grupo Linfoma (62,5%), seguido del grupo DLP (55,5%), y 
siendo menos frecuente en el grupo IBD (40%). Las diferencias entre grupos no 
han resultado estadísticamente significativas (p = 546).  
 
Los valores de hipoproteinemia han presentado diferencias significativas 
entre los perros de la población que presentaban una pérdida de peso leve y los 
que presentaban una pérdida de peso moderada y grave (p = 0,013). 
 
El resto de los parámetros de la bioquímica sanguínea se encontraban 
dentro del rango de normalidad en todos los perros, no observándose diferencias 
estadísticamente significativas entre los diferentes grupos. 
 
 
5.2.5 ECOGRAFÍA ABDOMINAL 
 
La ecografía abdominal reveló la presencia de un engrosamiento de la 
pared de intestino delgado en el 46,9% de los perros del estudio (n = 15). 
Además, en seis de los casos con engrosamiento de la pared intestinal (18,8% 
del total de perros), había una pérdida de diferenciación de las capas de la pared 
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de intestino delgado. Encontramos linfadenopatías mesentéricas en sólo el 
15,6% de los animales (n = 5). 
 
Gráfico 5. Hallazgos en la ecografía abdominal para cada uno de los grupos de estudio. Los 
porcentajes se refieren al total de animales de cada grupo. 
 
Si analizamos estos resultados comprobamos que los tres parámetros 
ecográficos están presentes tanto en el grupo IBD como en el grupo Linfoma, 
pese a que ninguno de los animales del grupo DLP presenta pérdida de 
diferenciación de capas o linfadenopatías mesentéricas. La presencia de 
alteraciones en la ecografía abdominal es más frecuente en el grupo Linfoma 
que en el grupo IBD en todos los parámetros estudiados, especialmente en la 
pérdida de diferenciación de capas de la pared intestinal, que sólo está presente 
en uno de los perros del grupo IBD.  
 
Las diferencias entre grupos para algunos de estos parámetros han 
resultado estadísticamente significativas. Para comprobar las diferencias se ha 
realizado una prueba de Chi-cuadrado, para contrastar las diferencias de 
porcentajes de ausencia o presencia de los distintos parámetros en los tres 
grupos de estudio. En cada grupo se observa un residual ajustado estandarizado 
que nos permite contrastar si la frecuencia observada es superior o inferior a la 
esperada (tabla 13). La presencia de engrosamiento de la pared intestinal es 
significativamente más elevada en el grupo Linfoma, mientras que en los otros 
dos grupos esta presencia es más baja (p = 0,020). La pérdida de diferenciación 
de capas intestinales es también significativamente más frecuente en el grupo 
Linfoma (p = 0,001). 
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ENGROS PARED ID 
Total 
PÉRDIDA CAPAS 
Total ausencia presencia ausencia presencia 
G
R
U
P
O
 
Linfoma n 1 7 8 3 5 8 
Porcentaje 12,5% 87,5% 100,0% 37,5% 62,5% 100,0% 
Residuos 
corregidos 
-2,7 2,7 
  
-3,7 3,7 
  
IBD n 9 6 15 14 1 15 
Porcentaje 60,0% 40,0% 100,0% 93,3% 6,7% 100,0% 
Residuos 
corregidos 
0,7 -0,7 
  
1,6 -1,6 
  
DLP n 7 2 9 9 0 9 
Porcentaje 77,8% 22,2% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 
Residuos 
corregidos 
1,7 -1,7 
  
1,7 -1,7 
  
Total n 17 15 32 26 6 32 
Porcentaje 53,1% 46,9% 100,0% 81,3% 18,8% 100,0% 
    p = 0,020                                p = 0,001 
 
Tabla 13.  Diferencias estadísticamente significativas entre grupos para los parámetros 
ecográficos estudiados. 
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5.3 ESTUDIO ENDOSCÓPICO 
 
 
En este apartado se van a exponer los hallazgos de la exploración 
endoscópica del aparato digestivo superior, prestando especial atención al 
intestino delgado, objeto de nuestro estudio.  
 
 
5.3.1 HALLAZGOS ENDOSCÓPICOS EN INTESTINO DELGADO EN LA 
POBLACIÓN DE ESTUDIO  
 
Todos los animales presentaron alteraciones observables en la endoscopia 
digestiva. Estos animales mostraban una mucosa intestinal de aspecto 
engrosado macroscópicamente, siendo este engrosamiento de grado intenso en 
16 de los animales (50%). La mucosa intestinal aparecía además irregular en el 
90,6% de los perros (n= 29), y en el 34,4% de los casos (n = 11) era un aspecto 
irregular de grado intenso. En todos los perros menos en uno (96,9%) la mucosa 
intestinal tenía un aspecto congestivo, de grado intenso en el 34,4% (n = 11).  
 
A la toma de biopsias, la mucosa tenía una consistencia friable en el 
56,25% (n = 18) de los perros, y dura en tan solo cinco de ellos (15,6%). 
Encontramos soluciones de continuidad en la mucosa intestinal en el 50% de los 
animales, de grado intenso en el 15,6% de ellos (n = 5); y puntos blancos en el 
21,9% de los animales (n = 6).  
 
Con el fin de conocer si existe algún tipo de relación entre los parámetros 
endoscópicos y la clínica de los animales se han realizado diversos análisis de 
varianza y pruebas de chi-cuadrado. Se han encontrado diferencias significativas 
en el índice de actividad clínica entre los casos con presencia de mucosa de 
consistencia dura a la toma de biopsias y los que presentaban ausencia de este 
parámetro, como puede verse en la tabla 14. 
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n 
Media 
índice de 
actividad 
Desviación Típica p 
Mucosa de consistecia dura    
0,003 Ausencia 27 5,96 2,81 
Presencia 5 10,60 3,43 
 
Tabla 14. Diferencias significativas en el índice de actividad clínica, según la presencia o 
ausencia de mucosa dura a la toma de biopsias.  
 
Asimismo, los parámetros endoscópicos han presentado diferencias 
significativas según la pérdida o conservación de la diferenciación de capas a 
nivel ecográfico. Los perros que presentaban pérdida de diferenciación de capas 
a nivel ecográfico presentaban significativamente en menor medida una mucosa 
friable a la toma de biopsias (p = 0,002), como puede observarse en la tabla 15. 
Concretamente, en ninguno de los casos en que la mucosa tenía una 
consistencia friable a la toma de biopsias, encontramos una pérdida de 
diferenciación de capas en la ecografía. Además, también hemos hallado una 
relación con la presencia de soluciones de continuidad, de manera que, en los 
casos en que las soluciones de continuidad eran de grado intenso, era 
significativamente más frecuente la pérdida de diferenciación de capas (p = 
0,036), como se refleja en la tabla 15. 
 
  
FRIABLE 
Total 
SOLUCIONES CONTINUIDAD 
Total ausencia presencia ausencia presencia 
mucha 
presencia 
P
É
R
D
ID
A
 C
A
P
A
S
 
ausencia n 8 18 26 14 10 2 26 
Porcentaje 30,8% 69,2% 100% 53,8% 38,5% 7,7% 100% 
Residuos 
corregidos 
-3,1 3,1 
  
0,9 1 -2,6 
  
presencia n 6 0 6 2 1 3 6 
Porcentaje 100,0% 0,0% 100% 33,3% 16,7% 50,0% 100% 
Residuos 
corregidos 
3,1 -3,1 
  
-0,9 -1 2,6 
  
Total n 14 18 32 16 11 5 32 
Porcentaje 43,8% 56,3% 100% 50,0% 34,4% 15,6% 100% 
    
p = 0,002 
  
p = 0,036 
 
Tabla 15. Diferencias significativas en la presencia de mucosa friable o de soluciones de 
continuidad observadas durante la endoscopia, según la conservación o pérdida de 
diferenciación de capas en la ecografía.  
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5.3.2 HALLAZGOS ENDOSCÓPICOS EN INTESTINO DELGADO POR 
GRUPOS DE ESTUDIO 
 
Si analizamos los hallazgos endoscópicos para cada uno de los grupos de 
estudio observamos que, en el caso de mucosa engrosada, mucosa irregular, y 
mucosa congestiva, las lesiones son de grado intenso con mayor frecuencia en 
el grupo Linfoma que en el grupo IBD. Sin embargo, encontramos lesiones de 
grado intenso en los tres grupos de estudio, y las diferencias entre grupos no 
alcanzan la significación estadística. Los resultados de estos parámetros de 
grado intenso para cada grupo de estudio se muestran en el gráfico 6. 
 
 
Gráfico 6. Parámetros de grado intenso en cuanto al aspecto macroscópico de la mucosa 
intestinal para cada uno de los grupos de estudio. Los porcentajes se refieren al total de animales 
dentro de cada grupo. 
 
La consistencia de la mucosa a la toma de biopsias es muy 
frecuentemente friable entre los casos del grupo IBD (73, 3%), hallazgo mucho 
menos frecuente entre los casos del grupo Linfoma (12,5%) (gráfico 7). La 
ausencia de mucosa friable es estadísticamente significativa en el grupo Linfoma, 
respecto a los otros dos grupos (p = 0,015), como se muestra en la tabla 16. Sin 
embargo, entre los casos del grupo Linfoma, un 44,4% de los casos presentan 
una mucosa dura a la toma de biopsias, hallazgo que no se encuentra en 
ninguno de los casos del grupo IBD (gráfico 7). La presencia de una mucosa 
dura a la toma de biopsias es estadísticamente significativa en los casos del 
grupo Linfoma, mientras que su ausencia los es en el grupo IBD (p = 0,006), 
como puede verse en la tabla 16. Para comprobar las diferencias entre grupos 
en estos parámetros se ha realizado una prueba de Chi-cuadrado, para 
contrastar las diferencias de porcentajes de ausencia o presencia de mucosa 
friable o dura en los tres grupos de estudio. En cada grupo se observa un 
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residual ajustado estandarizado que nos permite contrastar si la frecuencia 
observada es superior o inferior a la esperada (tabla 16). 
 
  
FRIABLE 
Total 
DURA  
Total ausencia presencia ausencia presencia 
G
R
U
P
O
 
Linfoma n 7 1 8 4 4 8 
Porcentaje 87,5% 12,5% 100,0% 50,0% 50,0% 100,0% 
Residuos 
corregidos 
2,9 -2,9 
  
-3,1 3,1 
  
IBD n 4 11 15 15 0 15 
Porcentaje 26,7% 73,3% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 
Residuos 
corregidos 
-1,8 1,8 
  
2,3 -2,3 
  
DLP n 3 6 9 8 1 9 
Porcentaje 33,3% 66,7% 100,0% 88,9% 11,1% 100,0% 
Residuos 
corregidos 
-0,7 0,7 
  
0,4 -0,4 
  
        Total n 14 18 32 27 5 32 
Porcentaje 43,8% 56,3% 100,0% 84,4% 15,6% 100,0% 
    
p = 0,015 
 
p = 0,006 
Tabla 16. Diferencias significativas entre grupos en los parámetros consistencia de la mucosa 
friable y consistencia de la mucosa dura a la toma de biopsias.  
 
En los tres grupos de estudio nos encontramos con la presencia de 
soluciones de continuidad en la mucosa intestinal, aunque aparecen de manera 
más frecuente en el grupo Linfoma que en el resto de grupos. La presencia de 
puntos blancos, sin embargo, es más frecuente en el grupo DLP, seguido del 
grupo Linfoma, y mucho menos frecuente en el grupo IBD (gráfico 7). Las 
diferencias entre grupos para estos parámetros no han resultado significativas al 
95% de confianza.  
 
Gráfico 7. Consistencia de la mucosa a la toma de biopsias (dura o friable) y alteraciones 
visibles (soluciones de continuidad y puntos blancos) para los tres grupos de estudio. Los 
porcentajes se refieren al total de perros de cada grupo. 
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El índice de alteraciones endoscópicas ha sido mayor en el grupo Linfoma 
que en los otros dos grupos, aunque las diferencias no han alcanzado la 
significación estadística, como puede verse en la tabla 17. 
 
 n Índice Medio Desviación Típica p 
Grupo IBD 15 5,07 1,53 
0,545 Grupo Linfoma 8 5,75 1,28 
Grupo DLP 9 5,22 1,30 
 
Tabla 17. Índice de alteraciones endoscópicas por grupo de estudio. 
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Figura 8. Caso 15, Grupo IBD. 
Mucosa engrosada (grado 1), 
irregular (grado 1), congestiva 
(grado 2) y con presencia de 
soluciones de continuidad 
(grado 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Caso  14. Grupo IBD. 
Mucosa engrosada (grado 2), 
irregular (grado 2) y  congestiva 
(grado 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Caso 19. Grupo IBD. 
Mucosa engrosada (grado 2), 
irregular (grado 1), congestiva 
(grado 2) y con presencia de 
soluciones de continuidad 
(grado 1). 
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Figura 11. Caso 4. Grupo 
Linfoma. Mucosa engrosada 
(grado 2), irregular (grado 2), 
congestiva (grado 1) y con 
presencia de soluciones de 
continuidad (grado 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Caso 31. Grupo 
Linfoma. Mucosa engrosada 
(grado 1) e irregular (grado 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Caso 6. Grupo 
Linfoma. Mucosa engrosada 
(grado 1),  irregular (grado 1), 
congestiva (grado 2), con 
presencia de soluciones de 
continuidad (grado 2) y puntos 
blancos (grado 1). 
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Figura 14. Caso 16. Grupo DLP. 
Mucosa  engrosada (grado 2), 
irregular (grado 1) congestiva 
(grado 1), y con presencia de 
puntos blancos (grado 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Caso 24. Grupo DLP. 
Mucosa engrosada (grado 1), 
congestiva (grado 1), y con 
presencia de puntos blancos 
(grado 2). 
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5.4 ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO 
 
 
A continuación se van a exponer los resultados obtenidos tras el estudio 
de las biopsias endoscópicas de duodeno de nuestros perros bajo el microscopio 
óptico. Los parámetros establecidos en el material y métodos se han dividido en 
los publicados por la WSAVA (Day y col., 2008) y otros parámetros de interés, 
algunos de ellos sólo evaluables en los casos de linfoma intestinal. Dado que 
todos nuestros casos de linfoma se acompañan de un infiltrado inflamatorio 
asociado al proceso neoplásico, hecho que dificulta el diagnóstico, hemos 
considerado interesante estudiar, en la medida de lo posible, todos los 
parámetros en todas las muestras, para poder establecer comparaciones. 
 
 
5.4.1 PARÁMETROS DE LA WSAVA  
 
En este apartado analizaremos los parámetros publicados por el grupo de 
estandarización gastrointestinal de la WSAVA (World Small Animal Veterinary 
Association; Day y col., 2008) para el diagnóstico de la inflamación intestinal en 
biopsias endoscópicas caninas. Para su valoración se ha tenido en cuenta, 
únicamente, la observación de las muestras con la tinción de hematoxilina-
eosina y, excepcionalmente, en el caso de fibrosis en la lámina propia, se ha 
utilizado la tinción de tricrómico de Masson, manteniendo los criterios que 
establece la WSAVA. 
 
Los resultados del análisis de estos parámetros para los tres grupos de 
estudio se muestran en la tabla18.  
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 Caso W1 W2 W3 W4 W5 W6 W7 W8 W9 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 G
ru
p
o
 I
B
D
 
1 2 2 1 2 1 2 2 0 2 
3 1 0 1 0 1 0 3 0 0 
10 1 2 3 0 0 0 2 0 2 
11 2 0 1 0 0 1 2 0 1 
12 2 0 1 2 0 0 2 0 1 
13 1 0 0 0 1 0 2 0 0 
14 1 0 2 2 1 2 3 0 0 
15 1 0 0 0 0 0 2 0 0 
17 2 1 0 0 1 0 3 1 1 
18 1 0 0 0 0 0 2 0 0 
19 2 0 2 1 2 1 2 0 0 
20 1 1 0 0 1 0 3 0 1 
27 1 0 1 0 0 1 2 0 1 
29 0 0 1 1 0 1 3 2 1 
32 1 1 1 1 1 1 3 2 1 
  
  
  
  
 G
ru
p
o
 L
in
fo
m
a
 
4 2 2 2 1 1 1 3 0 0 
5 1 0 1 1 0 0 3 0 2 
6 3 3 1 1 1 1 2 0 0 
7 3 3 3 1 1 3 1 0 0 
8 3 2 2 0 1 2 2 0 0 
9 2 2 1 0 0 3 2 0 0 
23 2 1 0 0 0 3 3 0 1 
31 2 2 0 1 2 3 3 0 2 
  
  
  
  
  
  
G
ru
p
o
 D
L
P
 
2 2 0 2 1 0 0 3 1 2 
16 1 0 0 2 0 3 3 0 0 
21 1 1 0 1 0 3 2 0 1 
22 1 1 0 1 0 1 2 0 0 
24 1 0 0 0 0 1 2 0 1 
25 2 1 0 0 0 0 3 0 0 
26 1 0 0 0 0 1 2 0 0 
28 1 1 1 0 0 2 2 0 0 
30 1 1 1 1 1 3 3 0 1 
 
Tabla 18. Valoración de los parámetros histopatológicos de la WSAVA en el duodeno de los 
perros de los tres grupos de estudio (n = 32). W1: acortamiento-ensanchamiento de vellosidades; 
W2: lesión epitelial; W3: dilatación de las criptas; W4: dilataciones linfáticas; W5: fibrosis; W6: 
linfocitos intraepiteliales; W7: infiltrado de linfocitos y células plasmáticas en lámina propia; W8: 
infiltrado de eosinófilos en lámina propia; W9: infiltrado de neutrófilos en lámina propia. Grados: 0 
= mucosa normal; 1 = lesión leve; 2 = lesión moderada; 3 = lesión intensa. 
 
Como se refleja en la tabla anterior, todos los perros presentan 
alteraciones importantes en los parámetros que establece la WSAVA para la 
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enfermedad inflamatoria crónica de intestino delgado. A continuación 
evaluaremos cada uno de ellos. 
 
En cuanto al acortamiento-ensanchamiento de las vellosidades 
intestinales destacamos que está presente en casi todos los casos. Este 
parámetro, es más intenso en el grupo Linfoma, en el que existe un predominio 
de la lesión moderada frente a la lesión leve, y varios casos de grado intenso. 
Sin embargo, en los grupos IBD y DLP, predomina el grado leve. Las diferencias 
son estadísticamente significativas en el grupo Linfoma para el grado intenso del 
parámetro, más frecuente que en los otros grupos; y para el grado leve, menos 
frecuente que en los otros grupos (p = 0,022).  
 
La presencia de lesión epitelial es también más frecuente en el grupo 
Linfoma (87,5%) que en el grupo IBD (33,3%) y en el grupo DLP (55,6%). 
Además presenta una mayor frecuencia el grado moderado o intenso en el grupo 
Linfoma que en los grupos IBD y DLP, en los cuales predomina el grado leve, 
diferencia que resulta estadísticamente significativa (p = 0,004). 
 
Existen diferencias destacables en cuanto a la presencia de linfocitos 
intraepiteliales, observándose en la mayoría de los casos (87,5%) del grupo 
Linfoma, mientras que en el grupo IBD están presentes en el 46,7% de los casos. 
Además, en el 50% de perros del grupo Linfoma se considera una presencia de 
linfocitos intraepiteliales de grado intenso, mientras que en el grupo IBD sólo 
encontramos lesiones de grado moderado. En el grupo DLP la presencia de 
linfocitos intraepiteliales en el 77,8% de los perrros, considerándose de grado 
intenso en el 33,3% del total de perros de este grupo. Los linfocitos 
intraepiteliales se estudian en profundidad más adelante. 
 
Por otro lado, la presencia de un infiltrado de eosinófilos en lámina 
propia es más frecuente en los casos del grupo IBD que en los casos del grupo 
DLP, con porcentajes del 20 y el 11,1% respectivamente, y no está presente en 
ninguno de los casos del grupo Linfoma. La presencia de neutrófilos revela, 
por el contrario, resultados algo más graves en el grupo Linfoma que en el grupo 
IBD, con porcentajes de 87,5 y 60% respectivamente. En el grupo DLP la 
presencia de un infiltrado de neutrófilos en lámina propia se limita al 44,4% de 
los casos. Estas diferencias entre grupos no tienen significación estadística. 
 
Como puede observarse en la tabla 18, para los parámetros de dilatación 
de criptas, dilataciones linfáticas, fibrosis e infiltrado de linfocitos y células 
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plasmáticas en lámina propia, los resultados son similares para los grupos IBD y 
Linfoma, aunque ligeramente más graves en este último. 
 
Se ha calculado el índice de gravedad de la lesión inflamatoria 
duodenal a nivel histopatológico, que ha sido superior en el grupo Linfoma 
que en los otros dos grupos, siendo las diferencias estadísticamente 
significativas, como puede observarse en las tablas 20 y 21. 
 
 n Índice Medio Desviación Típica p 
Grupo IBD 15 7,93 3,24 
0,005 Grupo Linfoma 8 12,98 3,38 
Grupo DLP 9 7,67 2,74 
 
Tabla 20. Índice de gravedad de la lesión inflamatoria duodenal  nivel histopatológico por grupo 
de estudio. Valor de p obtenido de la tabla de ANOVA. 
 
Variable 
dependiente 
(I) 
GRUPO 
(J) 
GRUPO 
Diferencia 
de medias 
(I-J) 
Error 
típico p 
Intervalo de confianza 
al 95% 
Límite 
inferior 
Límite 
superior 
ÍNDICE WSAVA linfoma IBD 4,442
*
 1,377 0,009 0,94 7,94 
DLP 4,708
*
 1,528 0,013 0,83 8,59 
IBD linfoma -4,442
*
 1,377 0,009 -7,94 -,94 
DLP 0,267 1,326 1,000 -3,10 3,64 
dudoso linfoma -4,708
*
 1,528 0,013 -8,59 -,83 
IBD -0,267 1,326 1,000 -3,64 3,10 
 
Tabla 21. Índice de gravedad de la lesión inflamatoria duodenal  nivel histopatológico por grupo 
de estudio. Test de Bonferroni para comprobar entre qué grupos es significativa la diferencia. 
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A B 
C D 
F E 
Figura 16.  Parámetros de la WSAVA A. Acortamiento-ensanchamiento de vellosidades grado 2,  
H-E x 4 B. Lesión epitelial grado 3, e infiltrado de neutrófilos en lámina propia grado 1, H-E x 20. 
C. Dilatación de las criptas grado 2, H-E x 4. D. Dilataciones linfáticas grado 1,H-E x 10. E.  
Fibrosis grado 2, tricrómico de Masson x 20. F. Linfocitos intraepiteliales grado 3, H-E x 40. 
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5.4.1.1 RELACIÓN DE LOS PARÁMETROS DE LA WSAVA CON LOS 
HALLAZGOS CLÍNICOS Y ENDOSCÓPICOS 
 
Existen diferencias significativas en el índice de gravedad de la lesión 
inflamatoria duodenal a nivel histopatológico  entre los animales que tienen 
alteraciones leves del apetito y los que tienen moderadas o graves  (p = 0,003). 
También se ha encontrado una asociación significativa entre el índice de 
gravedad de la lesión inflamatoria y el parámetro endoscópico mucosa de 
consistencia dura a la toma de biopsias, como puede observarse en la tabla 21. 
 
 
n 
Media índice 
gravedad 
histopatológico 
Desviación 
Típica 
p 
Mucosa de consistencia dura    
0,008 Ausencia 27 8,26 3,46 
Presencia 5 12,80 1,79 
 
Tabla 21. Diferencias significativas en el índice de gravedad de la lesión inflamatoria duodenal a 
nivel histopatológico, según la presencia o ausencia de mucosa de consistencia dura a la toma 
de biopsias. 
 
Hemos encontrado una asociación significativa entre el engrosamiento de 
la pared intestinal a nivel ecográfico y la lesión epitelial de grados moderado e 
intenso (p = 0,002). La pérdida de diferenciación de capas en la ecografía 
también se ha asociado significativamente con la lesión epitelial de grado intenso 
(p = 0,008), y con el acortamiento-ensanchamiento de vellosidades intestinales 
(p = 0,002).  
 
Por otro lado, en cuanto a los parámetros endoscópicos, la presencia de 
una mucosa dura a la toma de biopsias se ha relacionado también con una 
lesión epitelial de grado moderado e intenso (p = 0,008)  y con un infiltrado 
intenso de neutrófilos (p = 0,022).  
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5.4.2 OTROS PARÁMETROS NO WSAVA EVALUADOS EN TODOS 
LOS CASOS 
 
Además de los parámetros establecidos por la WSAVA, se ha estudiado el 
infiltrado de células redondas, su patrón y distribución en la lámina propia, así 
como la presencia de linfocitos intraepiteliales, su localización y en el epitelio 
superficial o de las criptas intestinales, y su organización formando nidos o 
placas. Para el estudio de los linfocitos intraepiteliales se han evaluado las 
muestras con el marcador CD3, mediante técnicas inmunohistoquímicas. Los 
linfocitos intraepiteliales son todos de tipo T y, por tanto, positivos a esta proteína, 
lo que facilita su detección y evaluación. Dado que se ha utilizado la 
inmunoshistoquímica para la valoración de los linfocitos intraepiteliales, se van a 
comentar más adelante. 
 
 
5.4.2.1 PARÁMETROS RELACIONADOS CON EL INFILTRADO DE CÉLULAS 
REDONDAS  
 
Lo más frecuente en los tres grupos de estudio es la presencia de un 
infiltrado de células redondas de carácter difuso, de densidad alta. Además, 
en tres animales del grupo IBD y en el uno del grupo DLP, el infiltrado parece 
una expansión de folículos linfoides. En el grupo Linfoma, el 37,5% de los casos 
(n = 3) presentan un infiltrado neoplásico predominantemente focal o multifocal, 
lo que no descarta un infiltrado inflamatorio concomitante de carácter difuso. 
Esto ocurre también en uno de los casos del grupo DLP.  
 
En cuanto a la localización del infiltrado, observamos unos resultados 
muy variables. Lo más frecuente en el grupo Linfoma es una obliteración de la  
lámina propia (62,5% de los casos), apareciendo en el resto de los casos una 
obliteración de la lámina propia de las vellosidades intestinales, combinada en 
uno de los casos con un infiltrado en forma de banda. En los casos del grupo 
IBD este parámetro no lo consideramos valorable dentro de estas categorías. Ya 
se ha comentado que se trata de un infiltrado difuso de densidad alta, pero sin 
llegar a obliterar la lámina propia en la mayoría de los casos. Sólo en cuatro de 
los casos del grupo IBD se ha considerado que el infiltrado llega a obliterar la 
lámina propia, y en uno de los casos que el infiltrado se produce  de manera más 
intensa en forma de parches, pese a ser predominantemente difuso. En el grupo 
DLP, pese a considerarse, como ya se ha comentado, un infiltrado difuso, 
existen concentraciones multifocales de linfocitos sugerentes de linfoma en 
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forma de parches en la lámina propia en el 55,5% de los casos. En tres de los 
casos de este grupo (33,3%) se ha considerado que existe obliteración de la 
lámina propia, y en uno más (11,1%), que se trata de una obliteración de la 
lámina propia de las vellosidades.   
 
 
5.4.3. PARÁMETROS RELACIONADOS CON EL LINFOMA 
INTESTINAL 
 
La estructura de la pared intestinal está conservada en todos los 
animales del grupo IBD, así como del grupo DLP. Tan sólo en uno del grupo IBD 
hay una pérdida ligera de la estructura de la pared. Sin embargo, en el 62,5% (n 
= 5) de los casos del grupo Linfoma existe una pérdida, en mayor o menor 
medida, de la estructura de la pared intestinal, que es estadísticamente 
significativa respecto a los otros dos grupos (p < 0,001). Este parámetro se ha 
asociado significativamente con un mayor índice de gravedad de la lesión 
inflamatoria duodenal a nivel histopatológico (p < 0,001).   
 
Existe una asociación significativa entre el engrosamiento de la pared 
intestinal a nivel ecográfico y la pérdida de estructura de la pared intestinal a 
nivel histológico (p = 0,015). La pérdida de diferenciación de capas también se 
ha asociado significativamente con una pérdida de estructura de la pared 
intestinal a nivel histológico (p < 0,001). 
 
En cuanto a la posible relación de este parámetro con los parámetros 
endoscópicos, se encontrado una asociación entre la conservación de la 
estructura de la pared intestinal a nivel histológico y la presencia de una mucosa 
friable a la toma de biopsias endoscópicas, de manera que en ninguno de los 
cinco casos en los que existe una pérdida de estructura de la pared intestinal, 
existe una mucosa friable a la toma de biopsias (p = 0,010). La presencia de una 
mucosa dura a la toma de biopsias se ha relacionado, por el contrario, con la 
pérdida de estructura de la pared intestinal a nivel histológico (p = 0,003).  
 
En cuanto al infiltrado de células redondas, éste es siempre 
polimorfico en los casos diagnosticados de IBD, mientras que es monomórfico 
en todos los casos de linfoma intestinal. Destacamos que, en el grupo DLP, 
existen casos en los que, pese a que el infiltrado es predominante polimórfico, 
aparecen zonas de un carácter monomórfico, que son precisamente las áreas 
sospechosas, que indican realizar un diagnóstico diferencial con un proceso 
neoplásico incipiente. Esto ocurre en el 77,8% de los casos del grupo DLP.  
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El carácter monomórfico del infiltrado linfocitario se ha asociado 
significativamente con en engrosamiento de la pared intestinal (p = 0,004) y con 
una pérdida de diferenciación de capas (p < 0,001), a nivel ecográfico.  En 
cuanto a los parámetros endoscópicos, el infiltrado monoformo ha resultado 
significativamente más frecuente en los casos en que existe una mucosa de 
consistencia dura a la toma de biopsias (p = 0,019). Además, este tipo de 
infiltrado se ha asociado significativamente al grado intenso de algunos 
parámetros histopatológicos como el acortamiento-ensanchamiento de 
vellosidades (p = 0,030) y la lesión epitelial (p = 0,036). 
 
 
Figura 17. A. Caso 4, grupo Linfoma. Pérdida de estructura de la pared intestinal. H-E, 4x B. 
Caso 4, grupo Linfoma, infiltrado monomórfico, H-E, 40x. C. Caso 13, grupo IBD. Infiltrado 
polimórfico. H-E, 40x. D. Caso 3, grupo IBD, detalle de un infiltrado sugerente de linfoma con la 
tinción de H-E, 40x. 
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5.4.3.1. MORFOLOGÍA E ÍNDICE MITÓTICO DE LOS LINFOMAS 
INTESTINALES 
 
En cuanto al tamaño celular de los ocho casos incluidos en el grupo 
Linfoma, seis de ellos se han clasificado como linfomas de células grandes, lo 
que constituye el 75% de los casos. El 25% restante se han clasificado como 
linfomas de células pequeñas (figura 18).  
 
Los linfomas de células pequeñas se caracterizan por linfocitos de núcleo 
picnótico, ausencia de nucleolos evidentes, cromatina muy condensada y casi 
ausencia de citoplasma. Sin embargo, entre los linfomas de células grandes, tres 
de los casos presentan ausencia de nucleolos evidentes y cromatina 
pulverulenta, y citoplasma claro. Los otros tres casos de células grandes 
presentan una predominancia de células con nucleolos evidentes y múltiples (en 
algunos casos únicos), citoplasma casi inexistente, cromatina difusa y de 
aspecto granular. En todos los casos hay también linfocitos pequeños y 
picnóticos, que se han considerado linfocitos no neoplásicos, correspondientes al 
proceso inflamatorio asociado, presente en todas las muestras. Se ha observado 
pleomorfismo celular en el 62,5% de los linfomas (n = 5), todos ellos de células 
grandes. En la mayoría de las muestras se han observado vellosidades de 
aspecto normal junto a otras de aspecto neoplásico. 
 
Se ha encontrado una relación significativa entre el tamaño celular y el 
índice de alteración endoscópica, de manera que este índice es mayor en los 
linfomas de células grandes que en los de células pequeñas, como puede 
observarse en la tabla 22. 
 
 
n 
Media Índice 
Endoscopia 
Desviación 
Típica 
P 
    
0,009 Linfomas de células grandes 6 6,33 0,82 
Linfomas de células pequeñas 2 4,00 0,00 
 
Tabla 22. Diferencias significativas en el índice de alteración endoscópica según el tamaño 
celular de los casos de linfoma. 
 
El índice mitótico ha variado entre 6 y 24. Para los linfomas de células 
grandes la media de índice mitótico ha sido de 13,8, con tan solo un caso con un 
índice mitótico bajo, de 6; mientras que para los de células pequeñas ha sido 
más bajo, con una media de de 7,5. El índice mitótico observado al microscopio 
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óptico ha presentado una correlación significativa y alta con el índice de 
alteración endoscópica (r = 0,799; p = 0,017) y con el índice de gravedad de la 
lesión inflamatoria duodenal a nivel histopatológico (r = 0,722; p = 0,043).  
 
Figura 18. A. Caso 23, grupo Linfoma. Linfoma de células pequeñas, H-E, 40x. B. Caso 31, 
grupo Linfoma. Linfoma de células grandes, H-E, 40x. 
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5.5 ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO  
 
 
Los resultados del estudio inmunohistoquímico de los marcadores 
linfocitarios CD3 y CD20, y del índice de proliferación celular Ki-67 se detallan en 
este apartado. Los marcadores CD3 y CD20 se han utilizado como complemento 
al diagnóstico de las lesiones para categorizarlas en los tres grupos de estudio: 
grupo IBD, grupo Linfoma y grupo DLP, así como para establecer el 
inmunofenotipo de cada muestra. Además, CD3 se ha utilizado para el estudio 
de los linfocitos intraepiteliales. 
 
 
5.5.1. EXPRESIÓN DE LOS MARCADORES LINFOCITARIOS CD3 Y 
CD20 
 
 
5.5.1.1. CLASIFICACIÓN DE LAS LESIONES UTILIZANDO CD3 Y CD20 
 
Una vez establecidas, mediante el estudio histológico, unas categorías 
iniciales, se analizaron los resultados inmunohistoquímicos obtenidos para los 
marcadores CD3 y CD20. Esto ha permitido establecer una nueva clasificación 
que es la que se ha utilizado a lo largo del trabajo. En la tabla 23 se muestra la 
clasificación, antes y después de realizar las técnicas inmunohistoquímicas. 
 
Como podemos observar en la tabla 23, tras estudiar las muestras con 
técnicas inmunohistoquímicas para los marcadores linfocitarios CD3 y CD20, fue 
posible concretar el diagnóstico de seis de los casos que originariamente 
consideramos desorden linfoproliferativo no caracterizado, pasando cinco de 
ellos al grupo IBD, y uno de ellos al grupo Linfoma. Sin embargo, dos de 
nuestros casos diagnosticados inicialmente de IBD pasan al grupo DLP tras la 
observación de las muestras teñidas con CD3 y CD20. Todos los casos 
diagnosticados con H-E de linfoma siguen en este grupo tras la observación de 
las muestras teñidas con los marcadores linfocitarios. 
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Caso GRUPOS H-E GRUPOS H-E + CD3 y CD20   
1 DLP IBD 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 G
ru
p
o
 I
B
D
 
3 DLP IBD 
10 IBD IBD 
11 DLP IBD 
12 IBD IBD 
13 IBD IBD 
14 DLP IBD 
15 IBD IBD 
17 IBD IBD 
18 IBD IBD 
19 IBD IBD 
20 IBD IBD 
27 DLP IBD 
29 IBD IBD 
32 IBD IBD 
4 Linfoma Linfoma 
G
ru
p
o
 L
in
fo
m
a
 5 DLP Linfoma 
6 Linfoma Linfoma 
7 Linfoma Linfoma 
8 Linfoma Linfoma 
9 Linfoma Linfoma 
23 Linfoma  Linfoma 
31 Linfoma Linfoma 
2 DLP DLP 
  
  
  
  
  
  
G
ru
p
o
 D
L
P
 
16 DLP DLP 
21 DLP DLP 
22 DLP DLP 
24 IBD DLP 
25 DLP DLP 
26 DLP DLP 
28 DLP DLP 
30 IBD DLP 
 
Tabla 23. Establecimiento de los grupos de diagnóstico con H-E y después de realizar las 
técnicas inmunohistoquímicas para CD3 y CD20. 
 
La inclusión de los animales en el grupo DLP se basó en la presencia de 
zonas con agregados focales o multifocales (en ocasiones de una sola vellosidad) 
de una población linfocitaria más o menos monomórfica y de densidad alta. 
Otras veces se observaron grupos de linfocitos que podrían corresponder a un 
folículo linfoide pero, debido al corte y la orientación de las biopsias 
endoscópicas, no se ha podido precisar su origen. Otra característica que nos ha 
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hecho sospechar de algunos de los casos, y no tener claro su diagnóstico como 
IBD, es la presencia masiva de linfocitos intraepiteliales, formando placas en el 
epitelio de revestimiento.  
 
Los casos que han pasado del grupo IBD al grupo DLP tras analizar las 
preparaciones teñidas con CD3 y CD20 han sido, o bien por la presencia masiva 
de linfocitos intraepiteliales, evidenciados con CD3, o bien por la presencia de 
grupos de linfocitos CD3 positivos en la lámina propia de la o las vellosidades 
intestinales, escasamente positivos a CD20. Por otro lado, en los casos que han 
pasado de DLP a IBD, se ha evidenciado una expresión mixta de CD20 y CD3 
en las zonas que se habían considerado sospechosas, o bien se ha confirmado 
que se trataba de una placa de Peyer. El único caso que ha pasado de DLP a 
linfoma presentaba acúmulos de linfocitos de carácter predominantemente 
monomórfico en el ápice de algunas vellosidades, que han resultado fuertemnte 
positivas a CD3, y negativas a CD20, además de presentar linfocitos 
intraepiteliales en forma de placas. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Caso 24, grupo DLP. Caso que fue diagnosticado de IBD al estudiarlo con H-E, 10x 
(A), y que ha pasado al grupo DLP tras estudiar las muestras con técnicas inmunohistoquímicas 
para CD3, 10x (B) y CD20, 10x (C). 
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Figura 20. Caso 3, grupo IBD. Caso que fue diagnosticado de DLP al estudiarlo con H-E, imagen 
a 10x (A), y que ha pasado al grupo IBD tras estudiar las muestras con técnicas 
inmunohistoquímicas para CD3, imagen a 10x (B) y CD20, imagen a10x (C). 
 
 
5.5.1.2. INMUNOFENOTIPO DE LAS LESIONES 
 
El estudio de la expresión de los marcadores linfocitarios CD3 y CD20 nos 
ha permitido establecer el inmunofenotipo del grupo de linfomas. Todos los 
linfomas han resultado ser de inmunofenotipo T, con una expresión mayoritaria 
del anticuerpo CD3, y muy escasa o casi inexistente de CD20 (figura 19). En 
este caso nos referimos a las zonas de las biopsias endoscópicas en las que se 
evidenciaba el linfoma intestinal. Como se ha comentado en apartados previos, 
todas las muestras presentaban un infiltrado inflamatorio asociado, de linfocitos y 
células plasmáticas, muchas veces en zonas adyacentes a la lesión tumoral, con 
células positivas tanto a CD3 como a CD20. La inmunoexpresión de CD20 se 
observaba, fundamentalmente, en zonas profundas de la lámina propia. 
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Figura 20. Caso 7, grupo Linfoma. Linfoma T teñido con H-E, 20x (A). La imagen B corresponde 
a la misma muestra, masivamente teñida con CD3. Obsérvese el detalle de los linfocitos 
intraepiteliales positivos a CD3 (flecha). La C es también el mismo caso, con escasa positividad  
a CD20, que corresponde a un infiltrado inflamatorio asociado (flecha). 
 
Todos los animles del grupo IBD presentaron un inmunofenotipo mixto, 
con expresión de ambas proteínas, CD3 y CD20. En el grupo DLP, el 44,4% (n 
=4) de los casos presentaron un inmunofenotipo mixto, mientras que en el 55,6% 
(n = 5) restante se consideró que la zona sospechosa era de inmunofenotipo T, 
incluso simplemente por la presencia masiva de linfocitos intraepiteliales de tipo 
T, que podían constituir linfocitos neoplásicos o preneoplásicos 
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Figura 21. Caso 23, Linfoma T de células grandes, teñido con H-E (A) y con inmunohistoquímica 
para CD3 (B). Caso 8, Linfoma T de células pequeñas, teñido con H-E (C) y con 
inmunohistoquímica para CD3 (D). 
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Figura 22. Caso 2, grupo IBD. Observamos el mismo caso teñido con H-E, imagen a 10x (A), 
con inmunohistoquímica para CD 3, imagen a 10x (B), y con inmunohistoquímica para CD 20, 
10x (C). Obsérvese el inmunofenotipo mixto característico del IBD. 
 
 
5.5.1.3 ESTUDIO DE LOS LINFOCITOS INTRAEPITELIALES TEÑIDOS CON 
CD3 
 
En todos los casos los linfocitos intraepiteliales presentaron un 
inmunofenotipo T, tiñéndose con el marcador CD3. La realización de técnicas 
inmunohistoquímicas nos permitió estudiar más a fondo los linfocitos 
intraepiteliales, su localización en el epitelio superficial o el de las criptas, la 
afectación focal o multifocal, en una o varias vellosidades, o bien de forma difusa 
a lo largo de la preparación, así como su organización en forma de células 
aisladas, nidos o placas. Los resultados de los parámetros relacionados con los 
linfocitos intraepiteliales (LIE) valorados con CD3 se muestran en la tabla 24, y 
se comentan a continuación. 
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  Caso Localización LIE Organización LIE Afectación LIE 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 G
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o
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B
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1 1 3 1 
3 0 0 0 
10 0 0 0 
11 1 2 1 
12 0 0 0 
13 0 0 0 
14 1 2 1 
15 0 0 0 
17 1 1 1 
18 1 1 1 
19 1 2 1 
20 0 0 0 
27 0 0 0 
29 1+2 1 1 
32 1+2 1 1 
G
ru
p
o
 L
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m
a
 
4 1 2 1 
5 1+2 2 1 
6 1 1 2 
7 1+2 3 1 
8 1+2 3 1 
9 1+2 3 1 
23 1 3 2 
31 1+2 3 1 
  
  
  
  
  
  
G
ru
p
o
 D
L
P
 
2 1 1 1 
16 1 3 1 
21 1 3 2 
22 1 1 1 
24 1 3 2 
25 0 0 0 
26 1 3 2 
28 1 3 1 
30 1 3 2 
 
Tabla 24. Parámetros relacionados con los LIE valorados con CD3 en los tres grupos de estudio. 
Localización LIE: 0 = ausencia de LIE, 1 = LIE en el epitelio superficial, 2 = LIE en el epitelio de 
las criptas. Organización LIE: 0 = ausencia de LIE, 1 = LIE en forma de células aisladas, 2 = LIE 
formando nidos, 3 = LIE formando placas. Afectación LIE: 0 = ausencia de LIE, 1= LIE de forma 
difusa a lo largo de la muestra, 2 = LIE localizados en una o varias vellosidades. 
 
Los linfocitos intraepiteliales (LIE), valorados con CD3, están presentes en 
todos los animales del grupo Linfoma, en el 53,3% de los casos del grupo IBD, y 
en el 88,9% de los casos del grupo DLP. La localización más frecuente es que 
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estos LIE se limiten al epitelio de revestimiento en los grupos IBD y DLP, 
apareciendo además en el epitelio de las criptas, en 13,3% de perros del grupo 
IBD, y en el 62,5% de los casos del grupo Linfoma, y en ninguno del grupo DLP. 
Las diferencias entre grupos son significativas para este parámetro, 
encontrándose el porcentaje de casos que tienen infiltrado de linfocitos 
intraepiteliales tanto en el epitelio superficial como en el epitelio de las criptas por 
encima del valor esperado en el grupo Linfoma, y el porcentaje de casos con 
ausencia de linfocitos intraepiteliales por encima del esperado en el grupo IBD (p 
= 0,002). 
 
La intensidad del infiltrado de linfocitos intraepiteliales (organización en 
tabla 24) es notablemente más alta en los casos del grupo Linfoma, apareciendo 
en forma de placas en el 62,5% de los casos, en forma de nidos en el 25%, y de 
células aisladas en tan solo un caso. En el caso del grupo IBD, sin embargo, lo 
más frecuente es que aparezcan en forma de células aisladas (26,7%), o de 
nidos (20%), siendo poco frecuente su organización en placas (6,7%). 
Encontramos que el porcentaje de casos dentro del grupo IBD que presentan 
placas (6,7%) es significativamente inferior al esperado (p = 0,019). En el grupo 
DLP destaca la presencia mayoritaria de linfocitos intraepiteliales en forma de 
placas, presentes en el 66,7% de los casos, apareciendo en forma de células 
aisladas en el resto (22,2%). 
 
En cuanto a la afectación (tabla 24), la infiltración de linfocitos 
intraepiteliales se considera difusa a lo largo de la preparación en la mayoría de 
los casos de los tres grupos. Tan sólo afecta a una sola vellosidad o a un grupo 
de ellas en el 25% de los casos del grupo Linfoma, y en el 44,4% de los casos 
del grupo DLP. Todos los casos del grupo IBD presentan una afectación difusa. 
 
Como se observa en la tabla 24, el 87,5% de los casos del grupo Linfoma 
presentan linfocitos intraepiteliales formando nidos o placas, por lo que se trata 
de linfomas T epiteliotrópicos (French y col., 1996; Krecic y col., 2000; Carreras y 
col., 2003). Sin embargo, basándonos en las características descritas 
previamente, según la clasificación de la OMS para los linfomas en medicina 
humana (Swerdlow y col., 2008), los linfomas T de células grandes de este 
estudio corresponden con el linfoma T asociado a enteropatía (EATL) de tipo I 
(75%), mientras que los de células pequeñas corresponden con el EATL de tipo 
II (25%). 
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Figura 23. Caso 30, grupo DLP. Linfocitos intraepiteliales formando placas en el epitelio de 
reverstimiento, teñidos con H-E, 40x (A), y evidenciados con CD3, 40x (B). Caso 25, grupo DLP. 
Linfocitos intraepiteliales en forma de células aisladas (flecha fina), y formando nidos (flecha 
gruesa) en el epitelio de revestimiento, inmunohistoquímica para CD3, 40x (C). Caso 31, grupo 
Linfoma, linfocitos intraepiteliales en el epitelio de las criptas, inmunohistoquímica para CD3, 20x 
(D).  
 
 
5.5.2. EXPRESIÓN DEL ÍNDICE DE PROLIFERACIÓN CELULAR Ki-67 
 
Se ha establecido un índice de proliferación celular para cada muestra y 
se ha calculado la media para cada uno de los grupos. Los resultados se reflejan 
en la tabla 25, donde se muestran las medias, desviaciones típicas y valores 
mínimos y máximos del índice de Ki-67 para cada grupo de estudio. 
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  n 
Ki-67 
Media (%) 
Desviación 
Típica 
Valor máximo 
(%) 
Valor 
mínimo (%) 
p 
Grupo IBD 15 11,23 6,46 24,14 3,45 
< 0,001 Grupo Linfoma 8 52,87 11,88 63,98 30,75 
Grupo DLP 9 22,06 11,51 47,15 9,3 
 
Tabla 25. Índice de proliferación celular Ki-67 para los tres grupos de estudio. 
 
Como se observa en la tabla 25, los valores de Ki-67 para el grupo 
Linfoma son significativamente superiores que para el grupo IBD, e incluso que 
para el grupo DLP, siendo las diferencias entre los tres grupos estadísticamente 
significativas (p < 0,001). 
 
En el grupo Linfoma todos los casos presentan una expresión entre el 30 
y el 64% (gráfico 8). Sin embargo, en el grupo IBD sólo uno de los casos 
presenta una expresión por encima del 20% (6,6% de los casos del grupo), y tres 
de ellos por encima del 15% (20% de los casos del grupo). En el grupo DLP, sólo 
dos de los casos (22,2%) presentan una expresión mayor del 25%, como 
podemos observar en el gráfico 8. 
 
 
 
Gráfico 8. Valores del índice Ki-67 para cada caso según el grupo de estudio. 
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Figura 24. Expresión inmunohistoquímica de Ki-67 en dos de los casos del grupo Linfoma.  Caso 
9, 60,07% de inmunoexpresión de Ki-67, 4x (A), y 20x (B). Caso 31, 30,76% de inmunoexpresión 
de Ki-67, 10x (C), y 40x (D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Expresión de Ki-67 en el caso 19 del grupo IBD. Este caso presentó un 10,75% de 
expresión de Ki-67. La imagen A está sacada a 4x, La imagen B representa el detalle de una 
vellosidad a 40x. 
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Figura 26. Expresión de Ki-67 en dos casos del grupo DLP. A. Caso 25, 13,53% de expresión de 
Ki-67 (20x). B. Caso 28, 47,15% de expresión de Ki-67, detalle de una vellosidad (40x). 
 
 
5.5.2.1 RELACIÓN DE KI-67 CON LOS PARÁMETROS CLÍNICOS Y 
ENDOSCÓPICOS 
 
El índice de proliferación celular Ki-67 se ha relacionado con algunos de 
los parámetros clínicos. Existen diferencias significativas en la expresión de Ki-
67 entre los perros que no presentan alteraciones del apetito y los que presentan 
alteraciones de grado moderado o grave, de manera que la expresión de Ki-67 
es más elevada en estos últimos (p = 0,003).  
 
En cuanto a la ecografía, se han encontrado diferencias significativas en 
el índice de proliferación celular Ki-67 para los parámetros ecográficos que se 
detallan en la tabla 26, de manera que este índice es mayor en los animales que 
presentan engrosamiento de la pared de intestino delgado, en los que existe una 
pérdida de diferenciación de capas, y en los que presentan linfadenopatías 
mesentéricas. 
 
 n Ki-67 Media (%) Desviación Típica p 
Engrosamiento pared ID    
0,003 Presencia 15 34,93 22,71 
Ausencia 17 15,65 9,94 
Pérdida diferenciación de capas    
< 0,001 Presencia 6 49,88 21,71 
Ausencia 26 18,87 13,74 
Linfadenopatías mesentéricas    
0,031 Presencia 5 41,70 20,68 
Ausencia 27 21,54 17,91 
 
Tabla 26. Relaciones estadísticamente significativas entre el índice de proliferación celular Ki-67 
y los parámetros ecográficos. 
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Existen, también, diferencias significativas en la expresión de Ki-67 en 
algunos parámetros endoscópicos. Así, la expresión inmunohistoquímica del 
índice de proliferación celular ha resultado significativamente mayor en los casos 
que presentaron soluciones de continuidad de grado grave en comparación con 
los de grado leve y aquellos con ausencia de soluciones de continuidad. Ha sido 
también más elevada en los casos con mucosa de consistencia dura a la toma 
de biopsias que en los que no la presentaron  (tablas 27 y 28).  
 
 
n 
Ki-67 Media 
(%) 
Desviación Típica p 
Soluciones de continuidad    
0,014 
Ausencia 16 19,46 14,43 
Leve 
Grave 
11 
5 
22,11 
47,09 
19,89 
20,41 
Mucosa dura a la toma de biopsias    
0,006 Presencia 5 45,71 18,04 
Ausencia 27 20,79 17,37 
 
Tabla 27. Relaciones estadísticamente significativas entre el índice de proliferación celular Ki-67 
y los parámetros endoscópicos. 
 Bonferroni 
Variable 
dependiente 
(I) 
SOLUCIONES 
CONTINUIDAD 
(J) 
SOLUCIONES 
CONTINUIDAD 
Diferencia 
de 
medias 
Error 
típico p 
Intervalo de 
confianza al 95% 
(I-J) 
Límite 
inferior 
Límite 
superior 
 
Ki-67 
ausencia presencia -2,6479 6,8023 1 -19,932 14,636 
mucha 
presencia 
-27,6286
*
 8,8981 0,013 -50,238 -5,019 
presencia ausencia 2,6479 6,8023 1 -14,636 19,932 
mucha 
presencia 
-24,9807
*
 9,3672 0,037 -48,782 -1,179 
mucha 
presencia 
ausencia 27,6286
*
 8,8981 0,013 5,019 50,238 
presencia 24,9807
*
 9,3672 0,037 1,179 48,782 
 
Tabla 28. Test de Bonferroni, para comprobar entre qué categorías son significativas las 
diferencias en la expresión de Ki-67 para el parámetro endoscópico de soluciones de 
continuidad. *. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
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5.5.2.2 RELACIÓN DE KI-67 CON LOS PARÁMETROS HISTOPATOLÓGICOS 
 
En cuanto a los parámetros de la WSAVA para la valoración de la 
inflamación intestinal, se han encontrado diferencias significativas en la 
expresión inmunohistoquímica del índice de proliferación celular Ki-67 según el 
acortamiento-ensanchamiento de vellosidades (W1, entre los grados leve y 
moderado, y moderado y grave) y la lesión epitelial (W2, entre los grados normal 
y moderado, normal y grave, y leve y grave), que se muestran en la tabla 29. 
 
 N Ki-67 Media (%) Desviación Típica p 
W1    
< 0,001 
Leve 17 17,73 14,43 
Moderado 11 26,91 18,12 
Grave 3 61,20 3,34 
W2    
< 0,001 
Normal 15 14,69 12,24 
Leve 9 22,65 13,87 
Moderado 6 39,94 21,23 
Grave 2 63,05 1,31 
 
Tabla 29. Parámetros con diferencias significativas en la expresión inmunohistoquímica del 
índice de proliferación celular Ki-67. 
 
En cuanto a la relación de los linfocitos intraepiteliales con la expresión del 
índice de proliferación celular Ki-67, hemos encontrado una expresión 
significativamente superior en los casos que presentaban linfocitos 
intraepiteliales con respecto a los que no los presentaban, tal y como queda 
reflejado en la tabla 30: 
 
LIE n Ki-67 Media (%) Desviación Típica p 
Ausencia 8 11,19 6,85 
0,001 Presencia 24 29,19 20,32 
 
Tabla 30. Expresión de Ki-67 en los casos con y sin presencia de linfocitos intraepiteliales. 
 
Además, existen diferencias en la expresión de Ki-67 entre las muestras 
que no presentan linfocitos intraepiteliales, las que presentan linfocitos 
intraepiteliales únicamente en el epitelio superficial, y las que los presentan tanto 
en el epitelio superficial como en el epitelio de las criptas, de manera que las 
diferencias son estadísticamente significativas entre los que no presentan 
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linfocitos intraepiteliales y los que los presentan en ambas localizaciones, como 
se observa en las tablas 31 y 32 (p = 0,006).  
 
LIE 1 n Ki-67 Media (%) Desviación Típica p 
Ausencia 8 11,19 6,85 
0,006 Ep superficial 17 24,06 17,87 
Ep superficial y criptas 7 41,64 21,80 
 
Tabla 31. Expresión de Ki-67 según la localización de los linfocitos intraepiteliales únicamente en 
el epitelio superficial, o tanto en el epitelio superficial como en el de las criptas. 
 
Ki-67 
Bonferroni 
(I) LIE_1 (J) LIE_1 
Diferencia de 
medias (I-J) Error típico p 
Intervalo de confianza al 95% 
Límite inferior Límite superior 
0 superficial -12,8708 7,2485 0,259 -31,289 5,547 
1+2 -30,4580
*
 8,7498 0,005 -52,691 -8,226 
superficial 0 12,8708 7,2485 0,259 -5,547 31,289 
1+2 -17,5872 7,5924 0,083 -36,879 1,704 
1+2 0 30,4580
*
 8,7498 0,005 8,226 52,691 
superficial 17,5872 7,5924 0,083 -1,704 36,879 
 
Tabla 32. Test de Bonferroni, para comprobar entre qué categorías son significativas las 
diferencias en la expresión de Ki-67 para el parámetro LIE 1- localización de los linfocitos 
intraepiteliales. 1+2: localización tanto en el epitelio superficial como en el de las criptas *. La 
diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
 
Se han encontrado expresiones de Ki-67 significativamente más elevadas 
en las muestras con pérdida de la estructura de la pared intestinal (media de Ki-
67 = 54,55%)  que en las muestras en las que la estructura de la pared estaba 
conservada (media de Ki-67 = 19,17%)  (p < 0,01).  
 
La expresión de Ki-67 es significativamente superior en los casos del 
grupo Linfoma que presentan pleomorfismo celular (Ki-67 = 60,42%) que en los 
que no lo presentan (Ki-67 =  40,30%) (p = 0,004). 
 
El índice de proliferación celular Ki-67 ha presentado una correlación  
positiva significativa y alta con el índice mitótico observado al microscopio óptico 
(r = 0,746; p = 0,033) 
 
Se ha encontrado una correlación positiva entre la expresión 
inmunohistoquímica de Ki-67 y todos los índices de gravedad calculados. Esta 
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correlación es leve con el índice de actividad clínica y el índice de alteraciones 
endoscópicas; y elevada con el índice de gravedad de la lesión inflamatoria 
duodenal a nivel histopatológico, tal y como se muestra en la tabla 32. 
 
Ki-67 
Índice 
clínico 
Índice 
endoscopia 
Índice inflamación 
histológica 
Correlación de Pearson (r) 0,350 0,370 0,518 
Significación (p) 0,049 0,037 0,002 
 
Tabla 32. Correlaciones significativas entre el índice de proliferación celular Ki-67 y los índices 
de gravedad clínica, endoscópica y de inflamación a nivel histopatológico calculados. 
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5.6 ESTUDIO DE LA CLONALIDAD DE LINFOCITOS T 
MEDIANTE EL EMPLEO DE PCR (REACCIÓN EN 
CADENA DE LA POLIMERASA) 
 
 
Se ha realizado PCR para amplificar la región CDR3 del gen del receptor 
TCR de los linfocitos T caninos, para detectar la clonalidad de estas células 
(Burnett y col., 2003), en todos los casos del estudio. Los resultados al correr el 
gel de electroforesis de manera tradicional en un gel de agarosa al 4% 
presentaban bandas difíciles de identificar (figura 25); por lo tanto, a partir de 
este momento, se van a tratar los resultados obtenidos tras utilizar el sistema 
automático de electroforesis capilar de alta resolución QIAxcel Advanced 
(QIAGEN Inc., Valencia, California, Estados Unidos). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Gel de agarosa al 4% en el que se muestran bandas difíciles de interpretar, en cuatro 
muestras duplicadas, que más tarde se procesaron en QIAxcel Advanced. El pocillo de la 
izquierda corresponde al marcador o ladder de 100 pares de bases, y el segundo pocillo es el 
control positivo clonal. A la derecha del todo, dos pocillos con el control de extracción (negativo) y 
el control de premezcla de reactivos (también negativo). Abajo muestras duplicadas de la PCR 
heterodúplex. 
 
Tras utilizar QIAxcel Advanced, pudimos observar una imagen de una 
banda intensa (figura 26), que se confirma en el electroferograma con un pico de 
entre 80-100bp (figura 27), indicador de monoclonalidad, en seis de las 32 
muestras de este estudio. Las seis muestras pertenecen al grupo Linfoma. De 
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este modo, la PCR ha detectado como positivos el 75% de los casos de linfoma. 
Concretamente, han resultado positivos seis de los ocho casos incluidos en el 
grupo Linfoma, entre ellos, cinco de los siete que se diagnosticaron en este 
grupo al observar las preparaciones teñidas con H-E, y el caso que pasó del 
grupo DLP al grupo Linfoma al observar las muestras teñidas con CD3 y CD20 
mediante técnicas inmunohistoquímicas. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Figura 26. Caso 4, grupo Linfoma. Banda intensa observada en el gel, en el 
sistema automático de electroforesis capilar de QIAxcel Advanced, indicadora de 
monoclonalidad. La tira de la izquierda (A2) se corresponde con el control 
positivo, mientras que los pocillos A3 y A4 corresponden con muestras repetidas 
del mismo caso. 
 
 
 
 
Figura 27. Electroferogramas de los casos 4 y 6, positivos monoclonales. Podemos observar un 
pico muy marcado, de base estrecha de 91pb (arriba), y de 89pb (abajo). En ambas imágenes 
observamos los marcadores de 15pb y 500pb. 
Resultados 
 
159 
 
Todos los casos del grupo IBD y del grupo DLP (100%) han resultado 
negativos, es decir, policlonales, tras la realización de la PCR. En la figura 28 
podemos observar el gel de una muestra monoclonal y otra policlonal a la par, y 
en la figura 29 su correspondiente electroferograma. En el caso policlonal 
negativo observamos una banda ancha y menos intensa que la banda indicadora 
de monoclonalidad. 
 
 
  
 
 
 
 
 
Figura 28. Gel de una muestra monoclonal, caso 7 (pocillos A1 y A2) y de una muestra policlonal, 
el caso 18 (pocillos A5 y A6). En el caso policlonal observamos una banda ancha y menos 
intensa que la del caso monoclonal.  
Figura 29. Electroferogramas correspondientes a las muestras del gel de la figura 28, la muestra 
monoclonal (en posición superior) y la policlonal (en posición inferior). En la muestra monoclonal 
observamos un pico marcado y de base estrecha de 89 pb, que no aparece en la muestra 
policlonal. 
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5.6.1 RELACIÓN DE LA CLONALIDAD CON PARÁMETROS CLÍNICOS 
Y ENDOSCÓPICOS 
 
La monoclonalidad linfocitaria estudiada con PCR se ha relacionado con 
varios de los parámetros ecográficos establecidos. Tanto el engrosamiento de la 
pared intestinal como la pérdida de diferenciación de capas se han asociado con 
la presencia de monoclonalidad linfocitaria demostrada por PCR, de manera que 
las seis muestras monoclonales presentaron engrosamiento de la pared de 
intestino delgado, y en cinco de las seis se observó, además, una pérdida de 
diferenciación de capas en la ecografía (p = 0,004 y p < 0,001, respectivamente). 
 
Asimismo, encontramos algunas asociaciones con los parámetros 
endoscópicos. Las seis muestras monoclonales en las pruebas de PCR 
presentan una ausencia de mucosa friable (p = 0,002). La presencia de un grado 
intenso de soluciones de continuidad visibles en la luz intestinal mediante 
endoscopia también se ha relacionado significativamente con la monoclonalidad 
de las muestras por PCR (p = 0,027). 
 
 
5.6.2 RELACIÓN DE LA CLONALIDAD CON LOS ÍNDICES DE 
GRAVEDAD CLÍNICA, ENDOSCÓPICA E HISTOPATOLÓGICA 
 
Se han realizado análisis estadísticos con el test t de Student entre las 
muestras monoclonales y policlonales para los diferentes índices de gravedad 
que se han calculado a lo largo de este trabajo. De este modo, se han 
encontrado diferencias significativas en el índice de alteración endoscópica y el 
índice de gravedad de la lesión inflamatoria duodenal a nivel histopatológico, tal 
y como se muestra en la tabla 34. 
 
 n Media Desviación Típica p 
Índice endoscopia    
< 0,001 Muestras monoclonales 6 8,83 3,25 
Muestras  policlonales 26 6,19 3,20 
Índice de inflamación histológica    
0,010 Muestras monoclonales 6 12,33 3,67 
Muestras policlonales 26 8,19 3,22 
Tabla 34. Diferencias significativas en los índices de gravedad endoscópica y de inflamación a 
nivel histopatológico según la clonalidad de las muestras por PCR. 
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5.6.3. RELACIÓN DE LA CLONALIDAD CON LOS PARÁMETROS 
HISTOPATOLÓGICOS Y CON Ki-67 
 
Las seis muestras monoclonales por PCR tienen una serie de 
características histopatológicas significativas. Presentan un grado intenso de los 
parámetros histopatológicos de la WSAVA acortamiento-ensanchamiento de 
vellosidades y lesión epitelial en un porcentaje significativamente superior a lo 
esperado. Además, es más frecuente la presencia de linfocitos intraepiteliales 
tanto en el epitelio superficial como en el de las criptas. Estos resultados se 
muestran en la tabla 35. 
 
 Porcentaje Porcentaje esperado p 
Acortamiento vellosidades 
(grado 3) 
50% 9,4% 0,002 
Lesión epitelial 
(grado 3) 
33,3% 6,3% 0,001 
LIE en criptas y epitelio 
superficial 
67,7% 21,9% 0,010 
 
Tabla 35. Asociaciones estadísticamente significativas de los seis casos monoclonales en las 
pruebas de PCR con los parámetros histopatológicos acortamiento-ensanchamiento de 
vellosidades de grado grave, lesión epitelial de grado grave, y la presencia de linfocitos 
intraepiteliales tanto en las criptas como en el epitelio de revestimiento. Valores obtenidos tras la 
realización de pruebas de Chi-cuadrado y la observación de los residuos corregidos.  
 
Si analizamos los resultados de las muestras monoclonales en 
comparación con las policlonales del grupo Linfoma, observamos ciertas 
diferencias significativas. Existe una relación significativa entre la pérdida de 
estructura de la pared intestinal y la presencia de clonalidad en las pruebas de 
PCR (p < 0,001), de manera que de las seis muestras que han resultado 
clonales, cuatro de ellas presentaban una pérdida de estructura, mientras que 
tan sólo una de las monoclonales presentó dicha pérdida de estructura de la 
pared. 
 
Todos los casos monoclonales presentaron un infiltrado de células de 
tamaño grande. Sin embargo, en los otros dos casos del grupo Linfoma, que han 
resultado policlonales en la PCR, el tamaño de las células fue pequeño. Esta 
diferencia ha resultado estadísticamente significativa (p = 0,005). 
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Cinco de los seis casos monoclonales (83,33%) presentaron pleomorfismo 
celular, mientras que ninguno de los dos casos policlonales del grupo Linfoma lo 
presentaron, resultando estos datos estadísticamente significativos (p = 0.035).  
 
Se han estudiado los parámetros relacionados con los linfocitos 
intraepiteliales, contrastándolos con los resultados de clonalidad en las pruebas 
de PCR, sin encontrar grandes diferencias. De los seis casos con 
monoclonalidad en la PCR, cinco de ellos presentan linfocitos intraepiteliales en 
forma de nido o placas, y el último en forma de células aisladas. En los dos 
casos pertenecientes al grupo de Linfoma que resultaron policlonales en las 
pruebas de PCR, encontramos linfocitos intraepiteliales en forma de placas. 
 
La expresión del índice de proliferación celular Ki-67 en los seis casos 
clonales por PCR ha resultado significativamente mayor al de los dos 
policlonales del grupo Linfoma. Estos resultados se muestran en la tabla 36. 
 
PCR n 
Ki-67 
Media (%) 
Desviación 
Típica 
Mínimo Máximo p 
Monoclonal 6 58,80 4,61 50,73 63,98 
0,001 
Policlonal 2 35,08 6,13 30,75 39,42 
 
Tabla 36. Diferencias en la expresión de Ki-67 entre las muestras monoclonales y policlonales 
por PCR en los casos del grupo Linfoma. 
 
El índice de proliferación celular Ki-67 ha resultado ser significativamente 
superior en las muestras monoclonales que en las policlonales, también a nivel 
general, contando con los 32 casos incluidos en el estudio, como se muestra en 
la tabla 37: 
 
PCR n 
Ki-67 
Media (%) 
Desviación 
Típica 
Mínimo Máximo p 
Monoclonal 6 58,80 11,07 50,73 63,98 
<0,001 
Policlonal 26 16,81 4,61 3,36 47,15 
 
Tabla 37. Expresión de Ki-67 en las muestras monoclonales y policlonales en las técnicas de 
PCR. 
 
Resultados 
 
163 
 
 
5.7 TABLA RESUMEN DE LA EVOLUCIÓN 
DIAGNÓSTICA SEGUIDA CON LAS TÉCNICAS 
INMUNOHISTOQUÍMICAS Y DE PCR  
 
 
Caso GRUPOS H-E 
GRUPOS H-E + 
CD3 y CD20 
KI-67 (%) 
CLONALIDAD 
POR PCR 
DIAGNÓSTICO 
FINAL 
1 DLP IBD 18,70 Policlonal IBD 
3 DLP IBD 24,14 Policlonal IBD 
10 IBD IBD 14,20 Policlonal IBD 
11 DLP IBD 14,03 Policlonal IBD 
12 IBD IBD 15,16 Policlonal IBD 
13 IBD IBD 3,73 Policlonal IBD 
14 DLP IBD 3,69 Policlonal IBD 
15 IBD IBD 6,79 Policlonal IBD 
17 IBD IBD 3,36 Policlonal IBD 
18 IBD IBD 3,45 Policlonal IBD 
19 IBD IBD 10,75 Policlonal IBD 
20 IBD IBD 5,39 Policlonal IBD 
27 DLP IBD 6,55 Policlonal IBD 
29 IBD IBD 8,88 Policlonal IBD 
32 IBD IBD 19,60 Policlonal IBD 
4 Linfoma Linfoma 58,41 Monoclonal Linfoma 
5 DLP Linfoma 50,73 Monoclonal Linfoma 
6 Linfoma Linfoma 62,12 Monoclonal Linfoma 
7 Linfoma Linfoma 63,98 Monoclonal Linfoma 
8 Linfoma Linfoma 57,50 Monoclonal Linfoma 
9 Linfoma Linfoma 60,07 Monoclonal Linfoma 
23 Linfoma Linfoma 39,42 Policlonal Linfoma 
31 Linfoma Linfoma 30,75 Policlonal Linfoma 
2 DLP DLP 21,81 Policlonal IBD 
16 DLP DLP 9,30 Policlonal IBD 
21 DLP DLP 13,78 Policlonal IBD 
22 DLP DLP 32,23 Policlonal IBD 
24 IBD DLP 18,25 Policlonal IBD 
25 DLP DLP 13,53 Policlonal IBD 
26 DLP DLP 23,15 Policlonal IBD 
28 DLP DLP 47,15 Policlonal IBD 
30 IBD DLP 19,37 Policlonal IBD 
 
Tabla 38. Evolución del diagnóstico al estudiar las muestras teñidas con H-E, después realizando 
técnicas inmunohistoquímicas para CD3 y CD20, y para Ki-67; posteriormente, las pruebas de 
clonalidad de linfocitos T por PCR y, por último, el diagnóstico final alcanzado. 
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6.1 ESTUDIO EPIDEMIOLÓGICO  
 
 
6.1.1 DISTRIBUCIÓN RESPECTO A LA EDAD Y EL SEXO 
 
Hasta el momento, tanto el linfoma intestinal como la enfermedad 
inflamatoria crónica intestinal se consideran característicos de perros de edad 
media o avanzada (Tams, 2003; Leibman, 2003).  
 
Los pacientes de nuestro estudio pertenecientes al grupo Linfoma 
presentaron una edad media de 7,56 años, similar a la media publicada por otros 
autores para esta enfermedad (Coyle y col., 2004; Frank y col., 2007). Algunos 
autores describen medias algo más altas, entre los 9 y 10,6 años (Ozaki y col., 
2006; Rassnick y col., 2009; Fukushima y col., 2009). Sin embargo, el rango de 
edad de los perros de este estudio, de 5 a 11 años, es similar a los intervalos 
que encuentran estos últimos autores, si bien es más reducido que para otros. 
La mayor parte de los estudios encuentran perros menores de 5 años y mayores 
de 11, encontrándose la mayoría de casos publicados entre 1,5 y 15 años. 
Consideramos el reducido número de pacientes de este grupo la causa probable 
de un rango de edad más reducido. En general, dada la baja prevalencia del 
linfoma gastrointestinal, no se han publicado trabajos muy amplios al respecto, la 
mayoría oscilan entre un solo caso, y hasta 44 casos clínicos (Coyle y col., 2004), 
e incluyen linfomas en distintas localizaciones del tracto gastrointestinal, con 
muestras obtenidas tanto de necropsias como de biopsias quirúrgicas y 
endoscópicas. El presente estudio se ha centrado en los linfomas en los que 
existe una mayor dificultad en el diagnóstico diferencial con la enteritis crónica 
linfoplasmocitaria, y por ello incluye únicamente biopsias endoscópicas de 
duodeno de linfomas intestinales difusos. 
 
Por otro lado, los pacientes de este estudio pertenecientes al grupo IBD 
presentan una media de edad muy similar a los del grupo Linfoma, de 7,17 años, 
con un rango algo más amplio que para los últimos, de 2 a 12 años. Si bien la 
media de edad encontrada en la mayoría de estudios de IBD es más baja que la 
encontrada en el presente trabajo (Jacobs y col., 1990; Jergens y col., 1992;  
Craven y col., 2004; Jergens y col., 2012), hemos de tener en cuenta que sólo 
han sido incluidos en este estudio los pacientes con una enteritis crónica 
linfoplasmocitaria de carácter grave, lo que explicaría encontrar pacientes de 
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mayor edad. En cuanto a la edad mínima encontrada en este estudio, de dos 
años, coincide con la consideración generalmente aceptada de dos años como 
edad mínima de presentación del IBD en el perro (Mansell y col., 2003), aunque 
esta enfermedad puede aparecer, de manera improbable, en perros menores de 
dos años (Hall y col., 2007). 
 
Observamos que la edad no constituye un rasgo diferencial entre el 
linfoma intestinal y el IBD de carácter grave. Destaca el hecho de que el grupo 
DLP presenta una media de edad superior a los otros dos grupos, de 8,55 años, 
encontrándose también en este grupo animales mayores, de hasta 14 años. 
Dado que contamos con nueve animales en este grupo, podría tratarse 
simplemente de una casualidad, pero también podría deberse a que estos 
animales presentan un IBD muy grave, que incluso llega a sugerir un diagnóstico 
de linfoma, o potencialmente a evolucionar hacia él, como han sugerido algunos 
autores (Hall y col., 2007; Dandrieux y col., 2008; Rodríguez-Franco y col., 2010; 
Washabau y col., 2010; Gieger, 2011). Por lo tanto, este grupo puede albergar 
animales mayores que en el grupo IBD, ya que probablemente se trate de casos 
crónicos, en los que la enfermedad está más avanzada. 
 
En cuanto al sexo, no hay descrita en la literatura, hasta el momento, una 
predisposición sexual ni para el linfoma digestivo ni para la enfermedad 
inflamatoria crónica intestinal canina, pese a que sí hay una mayor frecuencia de 
otros tipos de neoplasias intestinales en perros macho que en hembras (Jacobs 
y col., 1990; Leibman, 2003; Tams, 2003; Hall y col., 2007). En los perros de 
este estudio, encontramos un porcentaje de machos mayor que el de hembras 
en los tres grupos de estudio. Diversos estudios previos describen un mayor 
porcentaje de machos con respecto a las hembras tanto en el linfoma alimentario 
(Ozaki y col., 2006; Frank y col., 2007; Rassnick y col., 2009), como en el IBD 
(Jacobs y col., 1990; Jergens y col., 1992; Craven y col., 2004), lo que podría 
sugerir una cierta predisposición para este género. Sin embargo, estos datos 
carecen de significación, ya que no hemos comparado nuestra población con la 
población general de la que provienen los perros del estudio. 
 
 
6.1.2. DISTRIBUCIÓN RESPECTO A LA RAZA Y EL PESO  
 
El linfoma intestinal no se considera, a día de hoy, una enfermedad con 
una clara predisposición racial (Leibman y col., 2003). Algunos autores citan una 
mayor incidencia del linfoma, sin hacer diferenciación en cuanto a localización 
Discusión 
169 
 
anatómica, en ciertas razas como Bóxer, Sharpei, Setter, Cocker Spaniel, 
Scottish Terrier y Pastor Alemán (Coyle y col., 2004; Vail y col., 2007; Pastor y 
col., 2009; Fukushima y col., 2009). Para el linfoma digestivo, además de estas 
razas, hay autores que mencionan el Golden Retriever (Frank y col., 2007; 
Rassnick y col., 2009). En el IBD no existe tampoco predisposición racial 
conocida, aunque hay autores que hacen una excepción con la raza Pastor 
Alemán, en la que se sugiere una mayor frecuencia de presentación (Jacobs y 
col., 1990; Jergens y col., 1992; Guilford, 1996; Hall, 2007). Basándonos en el 
pequeño número de pacientes incluidos en nuestro estudio, no podemos sacar 
conclusión alguna referente a la distribución de estas enfermedades respecto a 
la raza. 
 
Hemos analizado el peso de los perros objeto del presente estudio, 
tratando de perfilar las diferencias en la presentación del linfoma intestinal y el 
IBD. Estableciendo grupos de peso descritos previamente en la literatura 
(Rodríguez-Franco y col., 2002) observamos que, pese a que la distribución de 
los perros en cuanto al peso es muy heterogénea, en el grupo Linfoma destacan 
los perros de raza grande (21-30Kg de peso), que representan el 62,5% de los 
perros de este grupo. No hemos encontrado referencia a este dato en la 
literatura, y hemos de tomarlo con mucha cautela, ya que desconocemos la 
distribución en función del peso en la población general y, además, contamos 
con un número reducido de pacientes incluidos en el grupo Linfoma. Además 
observamos que, tomando el peso como variable cuantitativa, no encontramos 
diferencias significativas en el peso medio en los tres grupos de estudio. 
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6.2 ESTUDIO CLÍNICO 
 
 
6.2.1. MOTIVO DE CONSULTA 
 
En muy pocas ocasiones se ha prestado atención al motivo que lleva a los 
propietarios de los perros a acudir al veterinario. Observando nuestros 
resultados, constatamos que más de la mitad de los propietarios acuden por un 
único motivo de consulta. Sin embargo, cuando se realiza una anamnesis más 
detallada, en todos ellos aparece más de uno de los signos clínicos valorados. 
Esto puede deberse a que, frecuentemente, el motivo de consulta corresponde 
con el signo más grave del animal, que más llama la atención de los propietarios, 
y que llega a restar importancia al resto de signos clínicos. O bien, la duración 
prolongada en el tiempo de determinados signos clínicos puede llegar a producir 
un acostumbramiento del propietario, que llega a considerar normales 
situaciones patológicas. 
 
Los motivos de consulta más frecuentes entre los perros del presente 
estudio son diarrea y vómitos, probablemente los signos clínicos más llamativos 
para los propietarios. La pérdida de peso o las alteraciones del apetito son 
raramente motivo de consulta, pese a que, como veremos más adelante, se trata 
de signos clínicos muy frecuentes. Es posible que la pérdida de peso ocurra de 
una manera más paulatina, de modo que los propietarios llegan a acostumbrarse 
y no supone un cambio tan llamativo y aparatoso como la aparición de vómitos o 
de diarrea.  
 
Encontramos diferencias en el motivo de consulta entre los grupos de 
estudio. En los perros del grupo Linfoma, el signo clínico que más 
frecuentemente constituye el motivo de consulta es la presencia de diarrea, que 
llega hasta el 87,5% de los casos (tanto sola como acompañada por otros signos 
clínicos). En el grupo IBD, sin embargo, el vómito es algo superior a la diarrea 
como motivo de consulta, como lo es también como signo clínico, como veremos 
más adelante. Existen muy pocos artículos en la bibliografía consultada que 
valoren el motivo de consulta. En la enteritis crónica linfoplasmocitaria, que se 
engloba dentro del IBD, parece que los vómitos ocupan el primer signo entre los 
motivos de consulta, al igual que ocurre en nuestro estudio (Rodríguez-Franco y 
col., 2002).  En este caso consideramos que las diferencias en el motivo de 
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consulta entre los grupos Linfoma e IBD se deben a la diferente prevalencia de 
los signos clínicos entre ambos grupos, que se comentan a continuación. 
 
Llama la atención la alta frecuencia de diarrea como motivo de consulta 
en el grupo DLP, y la baja frecuencia de vómitos. Cuando analizamos el cuadro 
clínico de estos animales, efectivamente, la diarrea aparece en todos ellos, 
mientras que los vómitos son muy poco frecuentes. Hemos de tener en cuenta 
que estos animales se han elegido cuidadosamente, tras el estudio de las 
biopsias intestinales, por presentar características histopatológicas que hacen 
necesario el diagnóstico diferencial entre linfoma intestinal y la enfermedad 
inflamatoria crónica intestinal.  
 
 
6.2.2. SIGNOS CLÍNICOS  
 
Existen numerosos signos clínicos descritos tanto en el linfoma intestinal 
como en el IBD en el perro (Jacobs y col., 1990; Jergens y col., 1992; Rodríguez-
Franco y col., 2002; Tams, 2003; Craven y col., 2004; Frank y col., 2007). Desde 
que comenzamos este trabajo decidimos centrarnos en los que consideramos 
más representativos, que son: diarrea crónica, vómito crónico, pérdida de peso y 
alteraciones del apetito. 
 
En el grupo Linfoma los signos clínicos más frecuentes son la diarrea y la 
pérdida de peso, presentes en casi la totalidad de los pacientes. Como hemos 
comentado con anterioridad, pocos trabajos estudian a fondo el cuadro clínico 
del linfoma digestivo canino, y ninguno se centra en el linfoma intestinal 
diagnosticado en biopsias endoscópicas de duodeno, como es el caso del 
presente estudio. Hay autores que citan el vómito como el signo clínico más 
frecuente en el linfoma gastrointestinal, bien en primer lugar, o compartiendo 
frecuencia con la diarrea (Ozaki y col., 2006; Frank y col., 2007; Rassnick y col., 
2009). Sin embargo, las diferencias en cuanto a prevalencia de la pérdida de 
peso y la diarrea o la inapetencia son muy pequeñas en estos trabajos. El 
estudio de Miura y colaboradores encuentra, al igual que este estudio, la pérdida 
de peso como signo más frecuente, seguida de diarrea, aunque el 42% de los 
casos eran linfomas en forma de masa abdominal (Miura y col., 2004). En los 
resultados de este estudio, destaca la baja frecuencia de vómitos (37,5%) en el 
grupo Linfoma. Puede deberse a que el resto de estudios incluyen linfomas 
gastrointestinales de distintas localizaciones, y este signo es mucho más 
frecuente en los linfomas gástricos, aunque esta es la localización menos 
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frecuente del linfoma gastrointestinal. Valli describe por primera vez el linfoma T 
tipo enteropatía, refiriéndose al hasta entonces llamado linfoma T intestinal, y 
cita como principal signo clínico la pérdida de peso en esta entidad concreta, al 
igual que ocurre en el presente estudio, y destaca también la presencia de 
anorexia, diarrea recurrente y vómitos como signos clínicos comunes (Valli, 
2007). 
 
En el caso del IBD, hay autores que señalan los vómitos como signo 
clínico más frecuente cuando el tramo afectado es el intestino delgado (Craven y 
col., 2004; García-Sancho y col., 2007), aunque otros destacan la diarrea como 
signo clínico principal (Jacobs y col., 1990). La pérdida de peso también es un 
signo clínico muy común en el IBD canino (Jacobs y col., 1990; Jergens y col., 
1992; Craven y col., 2004), como ocurre en los perros de nuestro estudio. Se 
considera que, tanto el linfoma intestinal como la enteritis crónica 
linfoplasmocitaria se encuentran entre las causas más comunes del síndrome de 
malabsorción, responsable de una u otra manera de la pérdida de peso y la 
diarrea de los pacientes de este estudio. Este síndrome aparece como 
consecuencia de la pérdida de enzimas del ribete en cepillo, la reducción en la 
superficie de la mucosa para la absorción, la pérdida selectiva de mecanismos 
de transporte, y las alteraciones en la estructura normal de la lámina propia. La 
secreción de citoquinas presente en casos de inflamación crónica es 
responsable de la pérdida prematura de enterocitos inmaduros desde las 
vellosidades intestinales, y además, es probable que el propio infiltrado celular 
cree una barrera entre la superficie mucosa y los capilares, interfiriendo con la 
normal absorción y difusión de fluidos y solutos (Guilford, 1996; Williams, 1996). 
Por todos estos mecanismos, se produce una retención de nutrientes y otros 
elementos en la luz intestinal, que conducen a una diarrea de tipo osmótico. 
Además, la retención de ciertos nutrientes, junto con la liberación de mediadores 
de la inflamación llevan a un incremento de la secreción intestinal, que conduce 
a la aparición de una diarrea de tipo secretor (Elwood, 1999).  
 
Las alteraciones del apetito se encuentran también relacionadas con la 
presencia del síndrome de malabsorción. En el caso de incremento del apetito se 
producirá de una forma directa, como mecanismo de compensación al déficit 
energético para cubrir los requerimientos nutricionales y así mantener el peso 
corporal (Dunn, 1999); en el caso de la anorexia, por dolor derivado del propio 
cuadro clínico. La anorexia aparece en un gran número de patologías, entre las 
que se incluye la inflamación gastrointestinal y el dolor abdominal (Dunn, 1999). 
Es probable que en las dos patologías que estudiamos en este trabajo aparezca 
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dolor que, desde el sistema nervioso central, se traduce en la disminución de la 
estimulación del centro del apetito o en el aumento de la actividad del centro de 
la saciedad. Además, se ha observado que la presencia de nauseas o vómitos 
suele acompañarse de anorexia o inapetencia, lo que podría indicar una 
interconexión en el hipotálamo entre los centros de control de la ingestión y el 
centro del vómito (Dunn y col., 1999). Las alteraciones en la actividad o actitud, 
por su parte, siempre aparecen acompañadas del resto de signos clínicos, de 
manera que éstos justificarían una afectación del estado general con cambios 
secundarios en la actividad y actitud del animal. Muchas veces las alteraciones 
en la actitud no son constantes sino puntuales, y relacionadas con la aparición 
del resto de signos clínicos. 
 
La presencia de vómitos en estas dos enfermedades puede explicarse por 
la presencia de receptores periféricos del vómito localizados por todo el 
organismo, especialmente en las vísceras abdominales, y en concreto en el 
duodeno, que incluso se ha llegado a denominar “órgano de la náusea”. La 
presencia de un infiltrado inflamatorio o neoplásico es, probablemente, 
responsable de la estimulación directa del vómito a través de vías aferentes de 
tipo vagal (Guilford y col., 1996). Además, en la mayoría de ocasiones se trata 
de vómitos biliosos con estómago vacío, que se producen por reflujo duodenal 
hacia el antro pilórico como consecuencia de una incompetencia o mal 
funcionamiento del píloro inducido por el proceso inflamatorio crónico o el 
infiltrado neoplásico presente en intestino delgado. El reflujo duodenal contiene 
bilis, así como jugo pancreático y secreciones duodenales. Este reflujo a nivel 
del antro pilórico disuelve la capa de moco gástrico protector, provocando un 
proceso inflamatorio sobre la mucosa. Además, este contenido duodenal en el 
estómago tiene un efecto alcalinizante sobre el antro pilórico dando lugar a una 
hipomotilidad antral (retardo en el vaciado gástrico) y a una hipersecreción de 
gastrina que va a conducir a un aumento en la secreción de ácido clorhídrico 
(HCl) por estímulo de los quimiorreceptores antrales. La unión de dichos 
fenómenos (destrucción de la capa de moco protector, hipomotilidad del antro 
pilórico e hipersecreción de HCl), son los que van a dar lugar al desarrollo de 
una gastritis crónica antral y, como consecuencia final, la aparición de vómitos 
(García-Sancho y col., 2007). 
 
Tanto la pérdida de peso como las alteraciones en la actividad/actitud son 
muy frecuentes en todos los grupos de este estudio. La diarrea es también muy 
frecuente en todos los grupos, aunque algo menos en el grupo IBD (66,7%), y 
las alteraciones del apetito presentan porcentajes similares en todos los grupos 
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(tabla 10 en resultados). El signo clínico en el que encontramos mayores 
diferencias entre grupos es el vómito, muy frecuente en el grupo IBD, y menos 
frecuente en el grupo Linfoma, y en el grupo DLP. Sin embargo, al realizar tablas 
de contingencia y análisis de Chi-cuadrado teniendo en cuenta las diversas 
categorías de frecuencia de vómitos, las diferencias entre grupos no resultan 
estadísticamente significativas  
 
La mayoría de autores coinciden en que el vómito y la diarrea se 
encuentran entre los signos observados con mayor frecuencia en los perros con 
enfermedad inflamatoria crónica intestinal, describiendo también la pérdida de 
peso y las alteraciones del apetito con mucha frecuencia (Jacobs y col., 1990; 
Jergens y col., 1992; Rodríguez-Franco y col., 2002; Tams, 2003; Craven y col., 
2004;  Jergens y col., 2012). Algunos de los trabajos describen frecuencias 
menores en algunos de los signos clínicos estudiados en este trabajo, 
probablemente debido a que estamos incluyendo casos graves de esta 
enfermedad. Los trabajos realizados hasta el momento confieren una menor 
importancia a las alteraciones en la actividad/actitud que nosotros, quizá debido 
a que hemos realizado una valoración expresa de este signo, que pudiera pasar 
desapercibido en estudios previos. 
 
Podemos concluir, coincidiendo con algunos autores, que no existen 
signos clínicos que permitan diferenciar entre linfoma intestinal e IBD en el perro 
(Guilford, 1996; Tams, 2003; Hall, 2007). 
 
 
6.2.3. ÍNDICE DE ACTIVIDAD CLÍNICA 
 
Con la intención de estudiar la gravedad del cuadro clínico de los 
animales del estudio, y de cara a poder establecer comparaciones entre grupos, 
hemos calculado un índice de actividad de estas enfermedades. Dado que no 
existen índices de actividad publicadoes en la literatura para el linfoma intestinal 
canino, nos hemos basado en los que existen para la enfermedad inflamatoria 
crónica intestinal (Jergens y col., 2003; Rodríguez-Franco y col., 2004;  
Allenspach y col., 2007), con puntuaciones similares a las que utilizan estos 
autores, e incluyendo los signos relevantes entre los perros de los tres grupos de 
estudio, cuidadosamente categorizados en función de su intensidad. El índice de 
actividad propuesto en este trabajo incluye cinco signos clínicos: vómitos, diarrea, 
pérdida de peso, alteraciones del apetito y alteraciones en la actividad/actitud. 
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Cuando aplicamos nuestro índice de actividad a los perros objeto de 
nuestro estudio, la gran mayoría de ellos muestran un índice elevado, mayor de 
6 puntos, lo que corresponde a una enfermedad inflamatoria crónica intestinal 
grave, o a un linfoma intestinal. Sin embargo, uno de los perros del grupo 
Linfoma presenta un índice de actividad de 2, y varios del grupo IBD presentan 
índices bajos. Creemos que esto puede a varios motivos: por un lado, algunos 
de los propietarios pueden pasar por alto ciertos signos clínicos de sus perros; 
por otro, la persona que acude a la consulta puede no pasar el suficiente tiempo 
con el perro, o bien, puede darse que la existencia de un signo llamativo haga 
que los propietarios centren la atención en ese síntoma y el resto pasen 
desapercibidos. 
 
El grupo Linfoma presenta un índice de actividad medio de 8, mientras 
que este índice es de 6,4 en el grupo IBD, y de 6 en el grupo DLP. Sin embargo, 
las diferencias no son estadísticamente significativas, lo que confirma que, 
aunque en algunos casos el linfoma intestinal presente signos clínicos más 
graves, ambas enfermedades presentan un cuadro clínico similar, y el 
diagnóstico diferencial hará necesaria la realización de pruebas complementarias, 
y la toma de biopsias intestinales (Willard, 2010; Washabau y col., 2010; Gieger, 
2011). 
 
El índice de actividad medio más bajo lo encontramos en el grupo DLP, 
aunque las diferencias son pequeñas respecto a los otros dos grupos. Hemos de 
recordar que los perros se han incluido en este grupo por la imagen 
histopatólogica de las lesiones y no por la gravedad clínica. Está descrito que los 
signos clínicos en el IBD son muy variables, que difieren según la extensión de la 
enfermedad, y que muchas veces no se corresponden con la gravedad de las 
lesiones histológicas (Allenspach y col., 2006; García-Sancho y col., 2007; 
Washabau y col., 2010). 
 
Al igual que con la sintomatología clínica, con este índice de actividad 
clínica no hemos encontrado diferencias que nos permitan diferenciar entre 
linfoma intestinal e IBD en el perro. 
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6.2.4. PALPACIÓN ABDOMINAL 
 
La palpación abdominal es importante, y debe realizarse sistemáticamente 
en la exploración física de los animales, como parte del protocolo diagnóstico de 
múltiples enfermedades gastrointestinales, entre ellas el linfoma intestinal y la 
enfermedad inflamatoria crónica intestinal. En este trabajo hemos recogido datos 
de la palpación de gases y líquidos en el interior de las asas intestinales, 
engrosamiento de las asas intestinales y dolor abdominal.  
 
La palpación de gases y líquidos en el interior de las asas intestinales es 
algo superior en el grupo Linfoma que en el grupo IBD, lo que consideramos se 
corresponde con la mayor frecuencia de diarrea en el grupo Linfoma, aunque no 
existe una relación estadísticamente significativa.  
 
El dolor abdominal, frecuentemente descrito tanto en el linfoma como en 
el IBD, está presente en el 40% de los perros del grupo IBD, y en el 37,5% del 
grupo Linfoma. Estos porcentajes, en el grupo Linfoma, son similares a los que 
describen otros autores (Frank y col., 2007; Rassnick y col., 2009). En el IBD, 
aunque hay autores que describen una frecuencia menor (Jacobs y col., 1990; 
Jergens y col., 1992), otros describen frecuencias similares (Rodríguez-Franco y 
col., 2002), y hemos de tener en cuenta que nuestro grupo IBD constituye una 
población muy concreta de perros con enfermedad inflamatoria crónica intestinal 
de grado grave. 
 
El engrosamiento de las asas intestinales observado mediante palpación 
abdominal es poco frecuente en los tres grupos de estudio, con porcentajes 
similares, en torno al 15%. Se trata de un dato que debe ser confirmado 
mediante diagnóstico por imagen, por lo tanto se comentará al discutir los 
resultados de ecografía.  
 
Los resultados de la palpación abdominal muestran porcentajes de 
presentación muy similares en los tres grupos de estudio, por lo que podemos 
afirmar que estos datos aportan poca información de cara a un diagnóstico 
diferencial entre ambas enfermedades. 
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6.2.5. ANALÍTICA SANGUÍNEA 
 
La alteración más frecuente que encontramos en la analítica sanguínea de 
los perros de este estudio es la hipoproteinemia. El IBD y el linfoma intestinal se 
encuentran entre las causas más frecuentes de enteropatía con pérdida de 
proteínas (Tams, 2003; Peterson y col., 2003). De esta manera, lo que ocurre es 
la pérdida de proteínas (albúminas y globulinas) hacia la luz intestinal, 
manteniéndose el cociente algúmina/globulina en torno a 1. En nuestro estudio la 
hipoproteinemia es más frecuente en el grupo Linfoma que en el grupo IBD, 
tratándose de diferencias que no son significativas estadísticamente. En el caso 
del linfoma intestinal, nuestro porcentaje (62,5%) coincide con el publicado por 
otros autores. Frank y colaboradores describen la presencia de hipoproteinemia 
en el 66,7% de los perros (Frank y col., 2007), y Rassnick y colaboradores en el 
61% (Rassnick y col., 2009) y, aunque hay autores que describen porcentajes 
algo más bajos (Miura y col., 2004), se considera que la mayoría de estudios 
presentan porcentajes entorno al 61-80% (Gieger, 2011). En el caso del IBD, 
existen en la bibliografía cifras de hipoproteinemia muy variables, sin embargo, 
los autores coinciden en que es más frecuente en las formas graves de la 
enfermedad, como es el caso de los perros del grupo IBD de nuestro  estudio, y 
además se asocia con un peor pronóstico (Jacobs y col., 1990; Peterson y col., 
2003; Craven y col., 2004; Allenspach y col., 2007; Jergens y col., 2012). Craven 
y colaboradores describen la presencia de hipoproteinemia hasta en el 65% de 
los casos (Craven y col., 2004). 
 
Además de la hipoproteinemia, se han detectado, de manera menos 
frecuente, alteraciones en el hemograma. Estas alteraciones incluyen 
leucocitosis con neutrofilia y anemia. La anemia es considerablemente más 
frecuente en el grupo Linfoma (37,5%) que en el grupo IBD (13,3%), mientras 
que el grupo DLP presenta un porcentaje muy parecido al del grupo Linfoma 
(33,3%). La mayoría de autores coinciden en afirmar que el hemograma de los 
perros con enfermedad inflamatoria crónica intestinal no suele presentar 
alteraciones (Tams, 1992; Tams, 2003; Guildford, 1996; García-Sancho y col., 
2007), aunque tanto la anemia como la leucocitosis están descritas entre los 
hallazgos en el hemograma (Guilford, 1996; Jergens y col., 2012). En el Linfoma 
gastrointestinal existen alteraciones en el hemograma más frecuentemente que 
en el IBD. Frank y colaboradores señalan la presencia de anemia en el 36,6% de 
los casos (Frank y col., 2007), porcentaje altamente parecido al obtenido en este 
estudio, aunque otros estudios no describen la presencia de anemia (Miura y col., 
2004). En cuanto a la aparición de neutrofilia, en los animales de este estudio se 
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da en el 37,5% de los perros del grupo Linfoma, en el 20% de los perros del 
grupo IBD, y en el 22,2% de los perros del grupo DLP. Esta alteración se asocia 
con lesiones intestinales ulcerativas o erosivas (Jergens y col., 2012), cuya 
presencia, como veremos más adelante, es relativamente común entre los 
perros de nuestro estudio, ya que se trata de casos graves. Trabajos previos 
describen resultados de este parámetro muy similares a los que encontramos en 
el grupo Linfoma en este estudio (Miura y col., 2004; Frank y col., 2007). 
 
En nuestro estudio, se han encontrado ciertas asociaciones entre el 
cuadro clínico de los animales y los parámetros hematológicos. Concretamente, 
la presencia de anemia se ha relacionado con una alteración en la actitud de los 
animales, y una pérdida de peso más grave. Además, el descenso en los valores 
de hematocrito se ha relacionado con un índice de actividad clínica superior. 
Pese a que es natural que un animal anémico presente una condición física peor, 
y una actividad disminuida, no se han encontrado datos específicos al respecto 
en la bibliografía consultada. 
 
Las diferencias que existen en el resto de los parámetros hematológicos y 
bioquímicos entre los grupos de estudio no han resultado estadísticamente 
significativas, lo que confirma la necesidad de un diagnóstico diferencial que 
incluya otras pruebas complementarias y la toma de biopsias intestinales. 
 
 
6.2.6. ECOGRAFÍA ABDOMINAL 
 
La ecografía abdominal es un método útil para orientar el diagnóstico de 
linfoma intestinal, así como para determinar la extensión del proceso y descartar 
la coexistencia de otras patologías (Bradley, 2009; Gaschen y col., 2011). La 
imagen ecográfica de linfoma intestinal e IBD puede superponerse, pero tomar 
consciencia de los rasgos más frecuentes en una u otra enfermedad puede 
ayudarnos a interpretar los hallazgos ecográficos. Además, en el caso de que se 
plantee la endoscopia como método diagnóstico, realizar una ecografía 
abdominal previa permite asegurar que las lesiones infiltrativas se encuentran al 
alcance de una exploración endoscópica, ya que, como se ha comentado, el 
endoscopio no alcanza porciones distales de yeyuno e íleon (Washabau y col., 
2010). Todos los casos que se presentan en este trabajo se han elegido por la 
presencia de una enfermedad intestinal difusa, por lo tanto no se han 
diagnosticado lesiones en forma de masa, y tampoco afectación de otros 
órganos de la cavidad abdominal. Se ha valorado el engrosamiento de la pared 
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intestinal, la pérdida de diferenciación de capas, y la presencia de 
linfadenopatías mesentéricas. No se ha encontrado ninguna alteración que 
aparezca de forma exclusiva en el grupo Linfoma, de manera que tanto en el 
grupo Linfoma como en el grupo IBD se han encontrado alteraciones en los tres 
parámetros valorados, como ya había sido descrito en otros estudios (Penninck y 
col., 2003; Gaschen y col., 2011). Sin embargo, las alteraciones han resultado 
más frecuentes en el grupo Linfoma que en el grupo IBD para los tres 
parámetros. 
 
Las diferencias entre los grupos Linfoma e IBD han resultado 
estadísticamente significativas tanto en el engrosamiento de la pared intestinal 
como en la pérdida de diferenciación de capas, resultados que respaldan 
publicaciones previas (Penninck y col., 2003). Entre los casos de nuestro 
estudio, el engrosamiento de la pared intestinal ha sido el hallazgo más común, 
siendo muy frecuente en el grupo Linfoma (87,5%), pero también bastante 
frecuente en el grupo IBD (40%), debido simplemente a los cambios 
inflamatorios que se producen. La pérdida de diferenciación de capas sólo 
aparece en uno de los casos del grupo IBD, pero es menos habitual que el 
parámetro anterior en el grupo Linfoma (62,5%).  
 
Las linfadenopatías mesentéricas han sido el hallazgo ecográfico menos 
frecuente, y las diferencias entre grupos no han resultado estadísticamente 
significativas. Estudios previos describen igualmente que este parámetro es más 
frecuente en procesos neoplásicos que inflamatorios, sin llegar a alcanzar la 
significación estadística (Penninck y col., 2003), algo que también ha ocurrido en 
un estudio en la especie felina (Zwingenberger y col., 2010). 
 
Nuestros resultados muestran que la imagen ecográfica del linfoma 
intestinal difuso y del IBD grave puede ser muy parecida, como ya habían 
afirmado otros autores (Penninck y col., 2003; Gaschen y col., 2011). Sin 
embargo, es interesante tener en cuenta que existen alteraciones, como el 
engrosamiento de la pared intestinal y la pérdida de diferenciación de capas, 
más comunes en el linfoma intestinal, de manera que nos pueden ayudar a 
orientar el diagnóstico.  
 
Un resultado que nos ha resultado inesperado, es la escasa presencia de 
alteraciones ecográficas en el grupo DLP. Ninguno de los casos del grupo DLP 
presenta pérdida de diferenciación de capas o linfadenopatías mesentéricas, y 
sólo el 22,2% presentan un engrosamiento de la pared intestinal. En este caso 
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los hallazgos ecográficos no significarían la inclusión inmediata de estos casos 
en el grupo IBD, pero podrían orientar el diagnóstico en ese sentido, indicando la 
necesidad de un estudio histopatológico.  
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6.3  ESTUDIO ENDOSCÓPICO 
 
 
6.3.1. TOMA DE MUESTRAS  
 
Se ha elegido la endoscopia digestiva como método para la obtención de 
biopsias en este estudio. Se han tomado múltiples biopsias (de seis a ocho) de 
diferentes zonas de duodeno en cada caso, teniendo en especial consideración 
la toma de biopsias adecuadas (Willard y col., 2001; Willard y col., 2008). Willard 
y colaboradores describen hasta un 23% de las 200 biopsias intestinales que 
estudian como inapropiadas para su diagnóstico (Willard y col., 2001). En este 
trabajo, todos los casos las biopsias de duodeno han incluido más de tres 
vellosidades intestinales y en profundidad se han extendido prácticamente hasta 
la muscular de la mucosa, considerándose adecuadas para su diagnóstico, 
aunque esto no implica que la calidad de las biopsias fuera, en todos los casos, 
inmejorable. En el presente estudio se ha seguido, además, una cuidadosa 
orientación de las muestras que ha permitido la correcta evaluación de las 
mismas, observándose suficiente lámina propia (Willard y col., 2010).  
 
 
6.3.2 PARÁMETROS ENDOSCÓPICOS EN INTESTINO DELGADO 
 
Resulta difícil la estandarización de parámetros y formularios para la 
valoración endoscópica de lesiones gastrointestinales. Recientemente se han 
publicado una serie de parámetros, que tratan de unificar criterios respecto a la 
gravedad de la imagen endoscópica de la inflamación intestinal (Day y col., 
2008; Washabau y col., 2010), en los que nos hemos basado, añadiendo 
algunos otros, en este estudio.  
 
En el 100% de los perros estudiados se observaron lesiones 
macroscópicas por endoscopia en intestino delgado, de mayor o menor 
intensidad. Esto era de esperar dado que los animales se eligieron por presentar 
una enfermedad intestinal grave. Las lesiones halladas con una mayor 
frecuencia en duodeno fueron la presencia de una mucosa engrosada, irregular y 
congestiva, encontrándose diferencias en la intensidad de estos parámetros 
entre los grupos de estudio. Los tres parámetros son de grado intenso con mayor 
frecuencia en el grupo Linfoma que en el grupo IBD, presentando el grupo DLP 
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resultados variables, incluso superiores al grupo Linfoma en el parámetro 
mucosa engrosada (gráfico 6 en resultados). Sin embargo, las diferencias entre 
grupos para estos parámetros no alcanzan la significación estadística. Algunos 
autores consideran que no se debe prestar importancia al hallazgo aislado de 
signos de hiperemia en la mucosa, ya que con el simple paso del endoscopio 
podemos estar provocando su aparición en la mucosa inflamada de estos perros 
(Roth y col., 1990). En este estudio se ha realizado la valoración de la mucosa 
duodenal siempre cuidadosamente antes del paso del endoscopio, y no tras él.  
 
Todavía no existen estudios que valoren la utilidad de los parámetros 
establecidos por la WSAVA (Day y col., 2008), y no existen parámetros 
estandarizados para valorar la imagen endoscópica del linfoma intestinal, por lo 
que existe cierta variabilidad en la apariencia endoscópica descrita en perros con 
las enfermedades objeto de nuestro estudio. Debemos tener en cuenta, además, 
la subjetividad de los endoscopistas al realizar la valoración de la mucosa, las 
diferencias individuales entre los perros, o incluso los propios aparatos de 
endoscopia, que pueden mostrar imágenes ligeramente diferentes. Todos estos 
factores hacen que sea difícil comparar resultados entre estudios. Sin embargo, 
a grandes rasgos, los estudios previos a la publicación de estos estándares 
encuentran hallazgos similares a los encontrados en este trabajo (Roth y col., 
1990; Allenspach y col., 1992; Tams, 2003; Miura y col., 2004; Allenspach y col., 
2007; García-Sancho y col., 2007; Jergens y col., 2012). Algunos autores 
coinciden en que el aspecto endoscópico de las lesiones en un linfoma intestinal, 
cuando éste aparece de forma difusa, es el de una mucosa irregular, que 
recuerda a las lesiones presentes en el IBD (Roth y col., 1990; Tams, 2003; 
Miura y col., 2004; Washabau y col., 2010).  
 
Entre los hallazgos frecuentes descritos en la imagen macroscópica del 
IBD, además de una mucosa intestinal irregular y/o congestiva, destaca la 
existencia de una mucosa friable a la toma de biopsias, así como de soluciones 
de continuidad (Roth y col., 1990; Allenspach y col., 1992; Allenspach y col., 
2007; García-Sancho y col., 2007; Jergens y col., 2012). Entre los perros del 
grupo IBD de nuestro estudio la mucosa es friable en un gran número de ellos 
(73,3%), lo que es significativamente menos frecuente en el grupo Linfoma, en el 
que sólo aparece en un caso. La presencia de mucosa friable es más frecuente 
entre los perros del grupo IBD de nuestro estudio que en otros estudios, al igual 
que ocurre con la mucosa engrosada, irregular y congestiva (Jergens y col., 
1992; Yamasaki y col., 1996; Allenspach y col., 2007), probablemente debido a 
que los perros de este estudio se han elegido por ser  IBD de carácter grave. Las 
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soluciones de continuidad son frecuentes en el grupo IBD, pero aún lo son más 
en el grupo Linfoma (gráfico 7 en resultados), aunque sin llegar a ser diferencias 
significativas. Tampoco son significativas las diferencias encontradas en la 
presencia de puntos blancos, pese a que son más frecuentes en el grupo 
Linfoma que en el grupo IBD, sin ser de todos modos muy frecuentes. Estos 
puntos blancos se deben, probablemente, a la presencia linfangiectasias en las 
vellosidades intestinales, que se estudiarán desde un punto de vista 
histopatológico (García-Sancho y col., 2011). 
 
No existen trabajos que den descripciones detalladas de la imagen 
endoscópica de un linfoma intestinal de tipo difuso, como es el caso de este 
trabajo, y no se ha encontrado en la bibliografía consultada ninguna referencia a 
una consistencia de la mucosa dura a la toma de biopsias, presente en la mitad 
de los casos del grupo Linfoma del presente trabajo, y en ninguno de los IBD. 
Miura y colaboradores describen una pobre distensibilidad y elasticidad de la 
pared duodenal a la insuflación de aire durante la endoscopia en cuatro de los 
siete linfomas gastrointestinales que estudian (Miura y col., 2004). Consideramos 
éste un parámetro significativo en la valoración endoscópica de estas 
enfermedades, y que puede ayudar a orientar el diagnóstico hacia un linfoma 
intestinal en el caso de encontrarse presente. El otro parámetro que nos resulta 
orientativo es la presencia de una mucosa friable, que orienta el diagnóstico 
hacia un proceso inflamatorio. Sólo el trabajo de Roth y colaboradores hace 
referencia a la existencia de una mucosa friable en el linfoma intestinal, siendo 
menos frecuente que en procesos inflamatorios (Roth, 1990). En nuestro estudio, 
tan sólo uno de los casos del grupo Linfoma presenta mucosa friable.  
 
En el grupo DLP encontramos una mucosa friable en el 66,7% de los 
casos, lo que correspondería a un hallazgo sugestivo de IBD o, más bien, muy 
poco sospechoso de linfoma intestinal. Encontramos una mucosa dura en uno de 
los casos del grupo DLP, lo que podría sugerir la presencia de un linfoma 
intestinal. En todos los casos, los hallazgos confirman la necesidad de realizar 
un estudio histopatológico de las biopsias obtenidas mediante endoscopia. En 
este grupo la presencia de soluciones de continuidad y de un grado intenso de 
irregularidad de la mucosa es menos frecuente que en los otros dos grupos, y la 
presencia de puntos blancos o de un grado intenso de mucosa congestiva es 
más frecuente, sin tratarse de diferencias estadísticamente significativas. 
 
Hemos calculado un índice de gravedad endoscópica, incluyendo los 
parámetros que aparecen en las dos enfermedades, de cara a poder valorar si 
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éstos eran significativamente más graves en el caso del linfoma intestinal o del 
IBD. De este modo, el índice incluye: engrosamiento, irregularidad y congestión 
de la mucosa intestinal, así como la presencia de soluciones de continuidad. Las 
diferencias entre grupos han resultado prácticamente inexistentes, aunque en el 
grupo Linfoma las puntuaciones son ligeramente superiores. Esto confirma que 
la imagen endoscópica general puede ser muy similar entre ambas patologías, 
de modo que los únicos parámetros que pueden ayudarnos a orientar el 
diagnóstico son la presencia de una mucosa friable o de una mucosa dura a la 
toma de biopsias. No podemos contrastar los resultados obtenidos en este índice 
con bibliografía previa, pero sí confirmar, una vez más, la similitud en la imagen 
endoscópica entre ambas enfermedades, ya descrita por otros autores (Roth y 
col., 1990; Tams, 2003; Miura y col., 2004; Washabau y col., 2010). 
 
La mayoría de autores relatan la ausencia de correlación entre la 
intensidad de las lesiones macroscópicas observadas por endoscopia y el índice 
de actividad en perros con IBD (Allenspach y col., 2007; García-Sancho y col., 
2007). No existe un índice de actividad publicado para el linfoma intestinal 
canino, de modo que no se han establecido correlaciones en esta enfermedad. 
Sin embargo, en el presente trabajo se han encontrado diferencias significativas 
en el índice de actividad clínica entre los casos con mucosa de consistencia dura 
a la toma de biopsias y los que no la presentaron. Esto puede deberse, 
lógicamente, a que los perros que presentaban mucosa dura pertenecían, todos 
menos uno, al grupo Linfoma y, como ya se ha comentado en apartados 
anteriores, el grupo Linfoma presenta un índice de actividad clínico mayor al de 
los otros dos grupos. Sin embargo, las diferencias en el índice de actividad no 
alcanzaban la significación estadística. Consideramos que el parámetro mucosa 
dura es un parámetro muy interesante, que no es evaluado en ninguna de las 
referencias bibliográficas consultadas, y podría constituir un buen indicador de la 
gravedad de la enfermedad y orientar el pronóstico, y que podría utilizarse en 
futuros estudios, si bien necesita de una confirmación histopatológica. 
 
Observando el resto de hallazgos clínicos, se han encontrado diferencias 
significativas en varios parámetros endoscópicos según la pérdida o 
conservación de la diferenciación de capas a nivel ecográfico. Los perros que 
presentaban pérdida de diferenciación de capas a nivel ecográfico presentaban 
significativamente en menor medida una mucosa friable a la toma de biopsias, y 
eran más frecuentes las soluciones de continuidad de grado intenso. Creemos 
que esto se debe a que tanto la ausencia de mucosa friable como la pérdida de 
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diferenciación de capas son significativamente más frecuentes en el grupo 
Linfoma, así como la presencia de soluciones de continuidad de grado intenso. 
 
No podemos olvidar que, pese a que la imagen macroscópica de las 
lesiones puede ofrecernos cierta información, la finalidad última de la endoscopia 
es obtener biopsias adecuadas para realizar un posterior estudio histopatológico, 
necesario para confirmar el proceso inflamatorio o neoplásico (Roth y col., 1990). 
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6.4 ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO 
 
 
Enfrentarnos a la valoración histológica del duodeno de perros con 
desórdenes linfoproliferativos no ha resultado sencillo. En términos generales, 
existe una falta de uniformidad de criterios que clasifican estas enfermedades, y 
a esto se añade que en el presente trabajo estamos tratando de comparar dos 
enfermedades diferentes, como son la enteritis crónica linfoplasmocitaria grave y 
el linfoma intestinal. En este trabajo se ha conseguido tomar biopsias de calidad 
adecuada, ya que biopsias de calidad dudosa pueden suponer un  inconveniente 
añadido que dificulta el diagnóstico diferencial de ambas enfermedades. Pero, 
aún así, el diagnóstico de biopsias endoscópicas no resulta sencillo.  
 
Un estudio pone de manifiesto fuertes inconsistencias en la interpretación 
de biopsias intestinales entre distintos patólogos, incluso considerando 
patológico el tejido intestinal de perros clínicamente sanos. Este estudio se llevó 
a cabo por cinco patólogos de cuatro instituciones diferentes (Willard y col., 
2002). Cuando se publicó este trabajo no existían criterios uniformizados para la 
valoración de las biopsias intestinales. En el año 2008, Day y colaboradores 
publican, en un esfuerzo común del Grupo de Estandarización Gastrointestinal 
de la Asociación Mundial de Veterinaria de Pequeños Animales (WSAVA) una 
serie de parámetros estandarizados para la clasificación de la enfermedad 
inflamatoria crónica intestinal, que se propusieron para su utilización y 
generalización a nivel mundial, de modo que se pudiesen empezar a comparar 
estudios de diferentes instituciones (Day y col., 2008), y que posteriormente 
amplían definiendo la normalidad histopatológica del tracto gastrointestinal 
(Washabau y col., 20010). Sin embargo, dos años más tarde de la publicación de 
estos parámetros, Willard y colaboradores, en un estudio en el que participan 
varios países, demuestran que incluso utilizando estos estándares sigue 
existiendo un acuerdo muy pobre en la interpretación de biopsias endoscópicas 
de intestino delgado que, en este caso, estaba asociado con la institución de 
procedencia de las muestras, de manera que sugieren la estandarización del 
procesado y teñido de las muestras (Willard y col., 2010). Otro trabajo coincide 
en la dificultad de aplicación de estos esquemas (Simpson y col., 2011). No se 
han encontrado más trabajos que valoren la utilidad de los parámetros 
propuestos (Day y col., 2008). 
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En el presente trabajo se han utilizado los parámetros estandarizados de 
la WSAVA (Day y col., 2008) para la valoración de los cambios inflamatorios, 
tanto de la enfermedad inflamatoria crónica intestinal, como del linfoma intestinal, 
que presentaba, en todos los casos de este estudio, un proceso inflamatorio 
asociado. Además, se han valorado otros parámetros que, fruto de la experiencia 
de nuestro grupo de trabajo de Gastroenterología en Pequeños Animales y de la 
bibliografía consultada, se han considerado interesantes para la comparación de 
ambas enfermedades, y la tipificación de los casos de linfoma intestinal. 
 
 
6.4.1 PARÁMETROS DE LA WSAVA 
 
La utilización de estos parámetros no ha resultado fácil ya que, a pesar de 
ser lo más estrictos posible en cuanto a los límites de cada categoría, y a que 
estos estándares incluyen fotografías y descripciones precisas, muchas veces 
queda todavía un espacio para la subjetividad, que dificulta la estandarización de 
criterios. 
 
Todos los perros de este estudio presentan alteraciones importantes en 
los parámetros de la WSAVA, entre ellas un infiltrado linfoplasmocitario de 
moderado a intenso en todos los casos, lo cual era previsible dado que se han 
elegido por el carácter grave de las lesiones. Encontramos diferencias entre 
grupos en la gravedad de los parámetros, más que en su aparición o no. Este es 
el caso del acortamiento-ensanchamiento de las vellosidades intestinales, 
que está presente en casi todos los casos, lo que era de esperar, ya que se ha 
descrito muy frecuentemente tanto en el linfoma intestinal (Valli y col., 2007) 
como en el IBD (Willard y col., 2010; Olivero y col., 2011). Sin embargo, es 
interesante que aparezca en grado intenso de manera significativamente más 
frecuente en el grupo Linfoma. Lo mismo ocurre con la lesión epitelial, que es, 
también, significativamente más intensa en el caso del linfoma intestinal. 
También es más intensa en el grupo Linfoma la presencia de neutrófilos, lo que 
consideramos coherente, ya que suelen acompañar a la lesión epitelial. La 
presencia de neutrófilos no se considera, de manera general, un hallazgo 
frecuente en la enteritis crónica linfoplasmocitaria (Tams, 2003), aunque hay un 
estudio que la describe hasta en un 30% de las biopsias (Jacobs y col., 1990). 
En el presente estudio, la existencia de neutrófilos en el grupo IBD alcanza 
porcentajes mayores, lo que creemos que es debido al carácter grave de 
nuestros casos, siendo la presencia de estas células inflamatorias un posible 
reflejo de una respuesta inflamatoria dirigida a algún componente microbiano, 
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que esté participando de una u otra manera en la enfermedad. En ninguno de los 
casos del grupo Linfoma encontramos, sin embargo, presencia de eosinófilos, 
algo que ocurre en un porcentaje bajo de casos de los grupos IBD y DLP, quizá 
relacionado con un posible componente alérgico o parasitario. Sin embargo, que 
existan eosinófilos en casos de linfoma intestinal canino está también descrito en 
la bibliografía (Ozaki y col., 2006; Valli, 2007).  
 
Consideramos que es difícil comparar estos parámetros entre grupos, 
pero podemos afirmar que en todos los casos del grupo Linfoma coexiste una 
enteritis crónica, y que en muchos casos presentan cambios inflamatorios más 
graves que los casos del grupo IBD, especialmente y de forma significativa para 
los parámetros acortamiento-ensanchamiento de vellosidades, lesión epitelial y 
linfocitos intraepiteliales. En cuanto a los parámetros fibrosis, dilatación de 
criptas y dilataciones linfáticas (linfangiectasias intestinales), son más frecuentes 
en el grupo Linfoma, pero las diferencias entre grupos son pequeñas y no 
significativas en este trabajo.  
 
La presencia de linfangiectasias se considera habitual en grado 
moderado en el IBD canino (Brown y col., 2007), describiéndose en casi la 
totalidad de animales en varios trabajos (Rodríguez-Franco y col., 2002; Olivero 
y col., 2011). Creemos que en este trabajo la prevalencia de linfangiectasias es 
algo menor en el grupo IBD debido a la utilización de los parámetros 
estandarizados de la WSAVA. Es posible que, en trabajos anteriores, se 
considerasen como linfangiectasias dilataciones del vaso linfático central de las 
vellosidades intestinales que no alcanzaban el 50% de la anchura de la 
vellosidad, que es el mínimo considerado por la WSAVA para constatar la 
presencia de linfangiectasias intestinales (Day y col., 2008). En los casos del 
presente estudio, la presencia de dilataciones de vasos linfáticos se considera un 
proceso secundario, a diferencia de la linfangiectasia primaria, que tiene entidad 
propia como enfermedad. El origen de las linfangiectasias en nuestros pacientes 
podría ser potencialmente debido a una extensión del proceso inflamatorio, que 
llega a alcanzar la red linfática intestinal, dificultando así la adecuada circulación 
linfática en ese tramo. Además, puede dar lugar a la alteración de la 
permeabilidad de estos vasos, debido a la acción de citoquinas (Tams, 2003). 
 
La fibrosis, que afecta a la mitad de los perros del grupo IBD, y es algo 
superior en el grupo linfoma, puede ser una consecuencia de la presencia de 
edema, de una inflamación intensa, y de pequeños focos de necrosis, que son 
capaces de inducir fibroplasia, con la aparición de tejido conjuntivo en 
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determinadas zonas de la mucosa intestinal (Wilcock y col., 1992). 
Consideramos que la fibrosis en nuestros casos puede estar infravalorada, y por 
ello no corresponderse con los casos de mucosa dura a la toma de biopsias 
endocópicas. Creemos que sería de gran utilidad para futuros trabajos la 
utilización de métodos más objetivos, como las técnicas inmunohistoquímicas 
para detectar colágeno  tipo I. 
 
La dilatación de criptas, presente en el 65-75% de los casos de los 
grupos Linfoma e IBD se produce debido a procesos de hiperplasia del epitelio, y 
a la liberación de mediadores químicos debido al proceso inflamatorio, que 
impiden la eliminación de detritus a la superficie de la mucosa, y también al 
acúmulo de moco por el aumento del número y de la secreción de las células 
caliciformes. Hay autores que han demandado la ausencia, en los estándares de 
la WSAVA, de alusión a las células caliciformes (Simpson y col., 2011); sin 
embargo, este parámetro sería de importancia fundamentalmente en los casos 
de colitis crónicas, más que en los de duodenitis. 
 
El parámetro más interesante de los estudiados es la presencia de 
linfocitos intraepiteliales, más común en el grupo Linfoma, tratándose, además, 
de un infiltrado más intenso. El epiteliotropismo se ha descrito como un rasgo 
importante a la hora de emitir una sospecha de linfoma en casos que pueden 
aparentar tratarse de una enfermedad inflamatoria crónica intestinal (Valli, 2007). 
Un trabajo que valora los linfocitos intraepiteliales en casos de IBD según los 
criterios de la WSAVA encuentra que la gran mayoría de los pacientes los 
presentan en grado leve o moderado, y tan sólo un 5% en grado grave (Olivero y 
col., 2011). En la especie felina, algunos artículos recientes otorgan una 
importancia muy significativa a este parámetro en la diferenciación entre IBD y 
linfoma intestinal en biopsias endoscópicas (Kiupel y col., 2011; Briscoe y col., 
2011; Moore y col., 2012). Estos trabajos estudian más en profundidad la 
distribución, la gravedad, y el patrón de los linfocitos intraepiteliales, utilizando 
técnicas inmunohistoquímicas, como se ha hecho en este trabajo y se comentará 
más adelante, en el apartado de inmunohistoquímica. 
 
En el grupo DLP encontramos una frecuencia e intensidad intermedia 
respecto a los grupos Linfoma e IBD para los parámetros acortamiento-
ensanchamiento de vellosidades, lesión epitelial y linfocitos intraepiteliales. Estos 
datos no nos aportan mucha información, pero sí reiteran que se trata de casos 
muy graves, casi intermedios entre ambas enfermedades, que requieren 
estudios en profundidad para poder categorizarlos. 
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No hay muchs estudios sobre el linfoma digestivo canino, y los pocos que 
hay se refieren más a la clínica, no incluyen descripciones muy minuciosas de 
parámetros histopatológicos, y no comparan con la enfermedad inflamatoria 
crónica intestinal (Coyle y col., 2004; Ozaki y col., 2006; Frank y col., 2007; 
Rassnick y col., 2009). Por ello creemos que resulta interesante comparar estos 
resultados con estudios similares en la especie felina, en la que está más 
estudiada la diferenciación entre linfoma intestinal e IBD, con varios estudios 
muy recientes. Briscoe y colaboradores (2011) estudian algunos de los 
parámetros que aquí exponemos en dos grupos de animales, gatos 
diagnosticados de IBD y gatos diagnosticados de linfoma, de manera que las 
diferencias entre los dos grupos resultan significativas para el epiteliotropismo y 
para el acortamiento-estrechamiento de vellosidades intestinales, y no lo son 
para las dilataciones linfáticas y la presencia de fibrosis, ni tampoco para la 
presencia de infiltrados de neutrófilos o eosinófilos, lo que coincide plenamente 
con lo obtenido en el presente trabajo para la especie canina. Sin embargo, en 
dicho estudio también existen diferencias significativas entre los dos grupos en la 
presencia de dilatación de las criptas, lo que no ocurre en el presente estudio. 
Además no valoran la existencia de lesión epitelial, que es significativa en este 
estudio. Debemos tener en cuenta que en el estudio de Briscoe y colaboradores 
incluyen un 80% de casos dentro del grupo IBD en los que sólo hay un infiltrado 
linfoplasmocitario de carácter leve. Es posible que al incluir solamente casos de 
IBD grave entre nuestros casos de IBD, sea más frecuente encontrar cambios en 
la arquitectura de las criptas, de manera que las diferencias con el grupo Linfoma 
no llegan a ser significativas. 
 
Hemos calculado el índice de gravedad de la lesión inflamatoria 
duodenal a nivel histopatológico, caracterizado por la suma de los valores de 
los parámetros de la WSAVA, de manera que este índice ha sido 
significativamente superior en el grupo Linfoma que en los otros dos grupos. 
Este nos parece un hallazgo muy interesante, que indica la gravedad de los 
cambios inflamatorios en los casos de linfoma intestinal, lo que justifica, en parte, 
la dificultad en su diferenciación. Además, otro hecho destacable, es que el 
grupo Linfoma incluye casos que en su mayoría han podido diagnosticarse 
observando las preparaciones con tinciones habituales, debido a cambios en la 
arquitectura y la morfología de las células, que pueden reflejarse en el índice de 
gravedad de los cambios inflamatorios. Sin embargo, encontramos la mayor 
dificultad de este estudio en el diagnóstico de los casos del grupo DLP. El índice 
calculado para este grupo es prácticamente igual al del grupo IBD. Quizá en este 
grupo deberíamos atender al cálculo del índice individuo a individuo, de manera 
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que sólo dos de los casos de este grupo presentan un índice de 10 puntos o más, 
lo que podría suponer inicialmente una sospecha para su inclusión en el grupo 
Linfoma, sin embargo, varios casos del grupo IBD presentan índices superiores a 
10, de manera que los resultados se superponen y no nos permiten extraer 
conclusiones. Observamos que las puntuaciones que hemos obtenido en el 
índice de la WSAVA son más bajas de lo que cabría esperar en casos graves, 
como los tratados en este estudio. Como había ocurrido con esquemas 
anteriores creemos que es difícil establecer estándares basados en fotografías 
que supongan un criterio común para el acuerdo entre patólogos a nivel 
internacional, y en los que no intervenga una interpretación subjetiva. Además, 
este esquema otorga la misma puntuación a todos los parámetros, y el simple 
sumatorio de ellos podría estar subestimando la gravedad del proceso. En esto 
coincidimos con estudios recientes (Willard y col., 2010; Simpson y col., 2011)  
 
 
6.4.1.1. RELACIÓN DE LOS PARÁMETROS DE LA WSAVA CON LOS 
HALLAZGOS CLÍNICOS Y ENDOSCÓPICOS 
 
En este trabajo se han encontrado relaciones entre el índice de gravedad 
de la lesión inflamatoria duodenal a nivel histopatológico y la presencia de 
alteraciones del apetito moderadas o graves. La mayoría de estudios han 
fracasado en alguna correlación entre los hallazgos histopatológicos y los signos 
clínicos, la respuesta al tratamiento o el pronóstico en el IBD canino (Craven y 
col., 2004; Allenspach y col., 2007; McCann y col., 2007; Schreinerrr y col., 2008; 
Willard y col., 2010). En cuanto al linfoma intestinal, no se han encontrado 
referencias a la relación entre la sintomatología y la histopatología en los 
estudios consultados. 
 
La presencia de linfangiectasias o de lesiones graves en las criptas se ha 
asociado a la enteropatía con pérdida de proteínas en el IBD (Willard y col., 2000; 
Willard y col., 2010), aunque no se han encontrado referencias a esta asociación 
para el linfoma intestinal. En el presente trabajo no se han encontrado 
asociaciones significativas entre los parámetros histopatológicos mencionados y 
la presencia de hipoproteinemia.  
 
En cuanto a la relación de la histopatología con los hallazgos ecográficos, 
se han encontrado asociaciones significativas entre la lesión epitelial y, tanto el 
engrosamiento de la pared intestinal como la pérdida de diferenciación de capas, 
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y entre el acortamiento-ensanchamiento de vellosidades intestinales y la pérdida 
de diferenciación de capas. Creemos que este hecho puede explicarse debido a 
que todos los parámetros asociados son significativamente más frecuentes en el 
grupo Linfoma de los perros de este estudio, lo que puede justificar la asociación 
entre ellos. No se han encontrado referencias de este tipo en la bibliografía 
consultada. 
  
La mayoría de la bibliografía consultada coincide en la ausencia de 
correlación entre las lesiones macroscópicas observadas por endoscopia y las 
lesiones histopatológicas en el duodeno de los perros con IBD o linfoma 
intestinal, aunque los estudios en linfoma intestinal son escasos (Roth y col., 
1990; Jergens y col., 1992; Rodríguez-Franco y col., 1999; Hall y col., 2007). A 
pesar de que la valoración macroscópica del estado de la mucosa es subjetiva, 
un estudio describe una estrecha asociación entre la evidencia endoscópica de 
un incremento en la friabilidad y la irregularidad de la mucosa, y un incremento 
de la celularidad en la lámina propia (Roth y col., 1990). En nuestro caso todos 
los animales estudiados presentaban una celularidad de moderada a intensa en 
la lámina propia. Sólo se ha encontrado relación de algunos parámetros 
histopatológios (lesión epitelial e infiltrado intenso de neutrófilos) con la 
presencia de una mucosa dura a la toma de biopsias durante la endoscopia. 
Como hemos comentado, no se han encontrado referencias en la bibliografía 
referentes a este parámetro endoscópico. Consideramos que esta asociación se 
produce porque todos los parámetros implicados son significativamente más 
frecuentes en el grupo Linfoma que en el grupo IBD. También se ha encontrado 
una asociación positiva significativa entre el índice de gravedad de la lesión 
inflamatoria duodenal a nivel histopatológico y el parámetro endoscópico mucosa 
dura a la toma de biopsias, lo que puede deberse a que ambos factores son 
significativamente más frecuentes en el grupo Linfoma. 
 
 
6.4.2. OTROS PARÁMETROS NO WSAVA EVALUABLES EN TODOS 
LOS CASOS 
 
Existen numerosos parámetros histopatológicos, además de los 
publicados por la WSAVA (Day y col., 2008), que han sido evaluados en 
diferentes trabajos en las enfermedades objeto de este estudio. Entre los 
parámetros estudiados, no hemos incluido la presencia de edema, que ha sido 
descrito en otros trabajos (Wilcock y col., 1992; Yamashaki y col., 1996; 
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Rodríguez-Franco y col., 2002; Briscoe y col., 2011), ya que lo consideramos un 
artefacto frecuente, debido a factores externos relacionados con el procesado de 
las biopsias, haciendo muy difícil su diferenciación de un edema realmente 
inflamatorio. Creemos que es probable que estas sean las razones por las que 
Day y colaboradores no han incluido este parámetro entre la serie de parámetros 
estandarizados para la clasificación de la enfermedad inflamatoria crónica 
intestinal que proponen (Day y col., 2008). Nos ha parecido interesante realizar 
un estudio más detallado de los patrones del infiltrado de células redondas en la 
lámina propia, así como de su distribución, como han sugerido recientemente 
Moore y colaboradores en su estudio sobre linfoma intestinal en la especie felina 
(Moore y col., 2012). De esta forma se pueden establecer posibles diferencias 
entre los casos del grupo IBD y del grupo Linfoma, al mismo tiempo que permite 
la caraterización de ambas enfermedades 
 
Lo más frecuente entre los casos de este estudio, en todos los grupos, es 
encontrar un infiltrado linfoplasmocitario de carácter difuso y de alta 
densidad, lo que se considera, a grandes rasgos, lo más común tanto en el IBD 
grave como en el linfoma intestinal difuso (Tams, 2003; Ozaki y col., 2006). Sin 
embargo, encontramos un infiltrado de carácter focal o multifocal en el 37,5% de 
los casos del grupo Linfoma, siempre con un infiltrado inflamatorio concomitante 
de tipo difuso. Una vez más debemos acudir a las referencias bibliográficas que 
encontramos en la especie felina para poder establecer comparaciones, ya que 
la mayoría de estudios en el perro se refieren a casos de linfoma en forma de 
masa obtenidos en cirugía o necropsia, que se ajustan menos a las 
características de nuestra población. Moore y colaboradores, en un trabajo 
reciente, estudian en profundidad el infiltrado de los linfomas intestinales felinos, 
describiendo diferentes patrones, algunos de manera focal o parcheada, 
definiendo en los casos más leves un infiltrado de la lámina propia de las 
vellosidades, en los que incluso aparecían vellosidades en las que no se 
observaba proceso neoplásico, combinadas con otras en las que sí (Moore y col., 
2012). Esto es precisamente lo que ocurre, además de en el grupo Linfoma, en 
algunos de los casos del grupo DLP de este estudio, en los que aparecen 
vellosidades con un infiltrado sugerente de linfoma intestinal cerca de otras en 
las que encontramos un proceso inflamatorio únicamente. Esto ha sido 
mencionado en la entidad descrita por Valli, el linfoma T tipo enteropatía, en 
casos de linfoma incipiente (Valli, 2007).  
 
Además, entre los casos del grupo Linfoma de este estudio, encontramos 
en más de la mitad de los casos una obliteración de la lámina propia, mientras 
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que en el resto de casos esta obliteración afecta sólo a la lámina propia de las 
vellosidades intestinales. En uno de los casos del grupo Linfoma hallamos, al 
mismo tiempo, un infiltrado en forma de banda, que coincide con lo descrito por 
Moore y colaboradores (Moore y col., 2012). Kiupel y colaboradores describen 
incluso la afectación de una sola vellosidad intestinal tanto en el linfoma intestinal 
como en el IBD en la especie felina, aunque era poco frecuente en ambas 
enfermedades (Kiupel y col., 2011). En el presente trabajo en sólo uno de los 
casos del grupo IBD se considera que el infiltrado se distribuye de forma 
parcheada, siendo difuso en el resto de los casos. A la luz de nuestros 
resultados parece que el patrón del infiltrado en los casos de linfoma intestinal 
canino difiere poco con lo publicado en la especie felina, al menos a nivel de la 
mucosa intestinal, que es la porción que podemos evaluar con biopsias 
endoscópicas. 
 
En este apartado incluíamos la evaluación del epiteliotropismo de las 
lesiones intestinales, sin embargo, al haberse evaluado con las técnicas 
inmunohistoquímicas, se comentará más adelante. 
 
 
6.4.3 PARÁMETROS RELACIONADOS CON EL LINFOMA INTESTINAL 
 
Entre los parámetros histopatológicos que estudios recientes mencionan 
como significativamente diferentes entre linfoma intestinal e IBD en la especie 
felina nos encontramos con la infiltración de capas por debajo de la mucosa 
(submucosa, túnica muscular, y serosa); aunque también un escaso número de 
casos de IBD presentan una infiltración linfocítica por debajo de la mucosa, y 
numerosos linfomas se limitan a la capa mucosa (Briscoe y col., 2011; Kiupel y 
col., 2011), e incluso predominan (Moore y col., 2012). La infiltración de capas 
profundas se ha descrito de manera frecuente en los casos de linfoma 
gastrointestinal canino (Tams, 2003; Ozaki y col., 2006). Sin embargo, este es un 
parámetro imposible de valorar en biopsias endoscópicas, lo que probablemente 
sea una de las mayores limitaciones de esta técnica. 
 
Hemos valorado otro parámetro estrechamente ligado a cambios 
neoplásicos, la pérdida de estructura de la pared intestinal. Ha resultado 
significativamente más frecuente entre los casos del grupo Linfoma (62,5%), ya 
que sólo uno de los casos del grupo IBD presenta una pérdida de arquitectura 
muy ligera. Ninguno de los casos del grupo DLP presenta pérdida de 
arquitectura de la pared intestinal. Esto se debe a que se trata de un parámetro 
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que casi supone, junto con la morfología del infiltrado, un diagnóstico directo de 
linfoma intestinal, y son los casos en los que resulta de verdad difícil el 
diagnóstico diferencial IBD/linfoma intestinal los que se han seleccionado para 
formar parte del grupo DLP. Este parámetro se ha asociado significativamente 
con el índice de gravedad de la lesión inflamatoria duodenal a nivel 
histopatológico, lo que pensamos se debe a que ambos son significativamente 
más frecuentes (o, en el caso del índice de gravedad, más alto) en el grupo 
Linfoma. 
 
Entre los casos de este estudio, se ha considerado que el infiltrado es de 
tipo monomórfico en todos los del grupo Linfoma, mientras que ha resultado 
polimórfico en todos los casos de IBD. Sin embargo, los resultados variables 
aparecen en el grupo DLP, en el que encontramos focos que se consideran 
monomórficos en el 77,8% de los casos, pese a existir un infiltrado polimórfico 
concomitante. Este parámetro lo evalúan Kiupel y colaboradores en su trabajo 
sobre el linfoma intestinal y el IBD felino. En este caso consideran que tres casos 
de IBD presentan un infiltrado monomórfico (representan el 6% de los casos con 
un infiltrado monomórfico), y 4 linfomas presentan un infiltrado polimórfico 
(representan el 30,8% de los casos con un infiltrado polimórfico. Kiupel y col., 
2011). Estos resultados ponen de manifiesto la dificultad en el diagnóstico de los 
casos del grupo DLP del presente estudio, ya que algunos  de ellos pueden 
representar los escasos casos de IBD con infiltrado monomórfico, o bien de 
linfoma con infiltrado polimórfico. El carácter monomórfico del infiltrado 
linfocitario se ha asociado significativamente al grado intenso de los parámetros 
histopatológicos de la WSAVA acortamiento-ensanchamiento de vellosidades y 
lesión epitelial. En este caso, existe un elevado número de casos dentro del 
grupo DLP que presentan un infiltrado de carácter monomórfico, que se asocia 
significativamente a los dos parámetros de la WSAVA que son significativamente 
más frecuentes en el grupo Linfoma. Quizá este hallazgo podría significar que, 
en los casos del grupo DLP en los que existe un infiltrado monomórfico y 
además un acortamiento-ensanchamiento de vellosidades de grado intenso junto 
con una lesión epitelial de grado intenso, la sospecha de linfoma sea mayor que 
en el resto de casos de este grupo. 
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6.4.4 MORFOLOGÍA E ÍNDICE MITÓTICO DE LOS LINFOMAS 
INTESTINALES 
 
En este apartado vamos a hablar de los casos diagnosticados de linfoma 
intestinal canino (grupo Linfoma). La mayoría de ellos se han considerado de 
células grandes (75%), lo que se acerca a lo más frecuentemente descrito en el 
linfoma T asociado a enteropatía en medicina humana, en el que los linfomas de 
células grandes constituyen el 80-90% de ellos (Riddell y col., 2003; Burke y col., 
2011). En el único trabajo en medicina veterinaria que menciona este nuevo tipo 
de linfoma intestinal descrito por la OMS, en la especie felina, tan solo el 14,6% 
de los casos resultaron ser de células grandes (Moore y col., 2012). Ozaki y 
colaboradores, en su estudio sobre el linfoma intestinal de tipo T canino, 
describen tres casos de células pequeñas, cuatro de células de tamaño 
moderado y cuatro de células grandes (Ozaki y col., 2006). Queremos resaltar 
que los casos incluidos en el grupo Linfoma corresponden a casos en los que el 
diagnóstico de las biopsias intestinales era claramente un linfoma. Sin embargo, 
en el grupo DLP nos encontramos poblaciones monomorfas de linfocitos de 
tamaño pequeño-intermedio, que generan una sospecha de linfoma. Por ello, 
nuestra población del grupo Linfoma puede encontrarse sesgada, y que los 
casos de células pequeñas-medianas estén incluidos en el grupo DLP. Como se 
ha comentado a lo largo de este trabajo, se conoce muy poco sobre el 
comportamiento de los linfomas intestinales en el perro. Valli sugiere que puede 
ser que los cambios neoplásicos estén presentes sólo en células aisladas, y que 
la imagen general sea la de una lesión benigna, como la de una enteritis crónica 
linfoplasmocitaria de tipo epiteliotrópico. En estos estadios, la transición hacia 
neoplasia es muy sutil, y su detección resulta de extrema dificultad para 
patólogos experimentados (Valli, 2007). En el linfoma intestinal asociado a 
enteropatía de medicina humana también se describe que el infiltrado 
inflamatorio concomitante puede ser tan abundante que llegue a dificultar la 
detección de pequeñas poblaciones de células tumorales (Swerdlow y col., 2008; 
Burke y col., 2011). Creemos que esto es lo que puede estar sucediendo en los 
casos del grupo DLP. 
 
La morfología de los dos casos de células pequeñas ha sido la de unos 
linfocitos de núcleo picnótico, ausencia de nucleolos evidentes, cromatina muy 
condensada y casi ausencia de citoplasma. Sin embargo, entre los linfomas de 
células grandes, tres de los casos presentan ausencia de nucleolos evidentes y 
cromatina pulverulenta, citoplasma claro y lateral. Los otros tres casos de células 
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grandes presentan una predominancia de células con nucleolos evidentes y en 
algunos casos múltiples, citoplasma casi inexistente, cromatina difusa y de 
aspecto granular, coincidiendo este último con el patrón descrito con Valli (2007) 
para el linfoma T tipo enteropatía. Tradicionalmente esta morfología se asociaba 
a linfomas de tipo B. En ninguno de los casos de este estudio se han encontrado 
gránulos eosinófilos en el citoplasma de los linfocitos neoplásicos (Head y col., 
2003), hecho descrito por Moore y colaboradores en la especie felina (Moore y 
col., 2012). En todos los casos hay también linfocitos pequeños y picnóticos, que 
se han considerado linfocitos no neoplásicos, correspondientes al proceso 
inflamatorio asociado presente en todas las muestras (Valli, 2007). En la mayoría 
de los casos se han encontrado vellosidades de aspecto normal adyacentes a 
las vellosidades de aspecto neoplásico, dato que ya ha sido descrito por otros 
autores (Valli, 2007). Son escasos los trabajos que detallan la morfología de 
linfomas intestinales caninos, con descripciones variables, y casos que se alejan 
de los casos de este estudio (Coyle y col., 2004; Ozaki y col., 2006)  
 
El pleomorfismo celular se considera raro en el linfoma intestinal asociado 
a enteropatía en la especie humana (Swerdlow y col., 2008; Burke y col., 2011). 
En la especie canina, Ozaki y colaboradores describen la presencia de 
pleomorfismo en el 36,4% de los casos de linfoma T intestinal que estudian, 
todos ellos de células grandes (Ozaki y col., 2006). En nuestro estudio el 
porcentaje de pleomorfismo es superior, del 62,5%, también todos de células 
grandes, como en el estudio de Ozaki y colaboradores. Creemos que el 
porcentaje puede ser mayor en el presente estudio que en el de Ozaki y 
colaboradores debido a que encontramos un mayor porcentaje de linfomas de 
células grandes que ellos, ya que suponemos que algunos de los casos de 
células pequeñas han podido quedar incluidos en el grupo DLP. En el estudio de 
Ozaki y colaboradores utilizan biopsias obtenidas mediante cirugía, lo que puede 
suponer un diagnóstico de un mayor número de linfomas, que en el presente 
estudio de biopsias endoscópicas hayamos incluido en el grupo DLP. Además, la 
mayoría de los casos del estudio de Ozaki y colaboradores son linfomas en 
forma de masa, mientras que todos los casos de nuestro estudio son linfomas 
difusos, que podrían presentar un comportamiento diferente (Ozaki y col., 2006).  
 
La presencia de mitosis se considera rara en el linfoma T tipo enteropatía 
en medicina veterinaria (Valli, 2007). Ozaki y colaboradores describen un índice 
mitótico de 14 por diez campos de 40x en los linfomas T-intestinales que 
estudian. Esta cifra es similar a la que encontramos en los casos de linfoma de 
células grandes del presente estudio (13,8), pero sin embargo, ha sido más bajo 
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para los casos de linfoma de células pequeñas (7,5). Otro estudio en el linfoma 
gastrointestinal canino encuentra cifras de mitosis mayores que en el presente 
estudio, de hasta 3-4 mitosis por campo de grandes aumentos en los linfomas 
con epiteliotropismo (Coyle y col., 2004). Debemos tener en cuenta que este 
estudio incluye también casos localizados en estómago o intestino grueso, tanto 
de biopsias como de necropsias, lo que hace difícil la comparación de resultados. 
También hemos de considerar que, entre los casos del grupo DLP de este 
estudio, no hemos encontrado presencia significativa de mitosis, pese a que 
corresponden a potenciales casos de linfoma intestinal. 
 
Parece que el índice mitótico puede estar relacionado con la gravedad 
endoscópica e histológica de los casos de linfoma, ya que ha presentado una 
correlación significativa y alta con el índice de alteración endoscópica y con el 
índice de gravedad de la lesión inflamatoria duodenal a nivel histopatológico. La 
presencia de células en división, estudiada frecuentemente por la expresión del 
índice de proliferación celular Ki-67, se ha relacionado en varios trabajos con 
linfomas de alto grado y con un peor pronóstico en el linfoma multicéntrico en la 
especie canina (Fournel-Fleury y col., 1997; Phillips y col., 2000). Sin embargo, 
no hemos encontrado ninguna referencia a la relación entre el índice mitótico o la 
expresión de Ki-67 con la malignidad o el pronóstico de los linfomas 
gastrointestinales caninos. 
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6.5 ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO 
 
 
6.5.1. EXPRESIÓN DE LOS MARCADORES LINFOCITARIOS CD3 Y 
CD20 
 
 
6.5.1.1. CLASIFICACIÓN DE LAS LESIONES UTILIZANDO CD3 Y CD20 
 
Varios trabajos ponen de manifiesto las dificultades que existen en el 
diagnóstico histopatológico de linfoma intestinal en biopsias endoscópicas (Valli, 
2007; Fukushima y col., 2009; Washabau y col., 2010; Gieger, 2011). En la 
especie felina existen numerosos trabajos al respecto (Krecic y col., 2001; 
Briscoe y col., 2011; Barrs y col., 2012), y varias veces se han publicado casos 
de diagnósticos histopatológicos erróneos en biopsias endoscópicas, que 
posteriormente recibieron otro diagnóstico, bien con biopsias quirúrgicas (Evans 
y col., 2006), bien con técnicas inmunohistoquímicas o de PCR (Waly y col., 
2005; Kiupel y col., 2011), o tras observar la respuesta al tratamiento (Wasmer y 
col., 1995). Esto también ha ocurrido en alguna ocasión con biopsias obtenidas 
por laparotomía exploratoria o de necropsias (Ragaini y col., 2003; Waly y col., 
2005). Consideramos que el problema no se limita a las biopsias endoscópicas, 
pero sí se agrava en el caso de éstas.  
 
En el presente estudio se han realizado técnicas inmunohistoquímicas 
para la detección de los marcadores linfocitarios CD3 y CD20, que se han 
utilizado como complemento al diagnóstico histopatológico de los casos de este 
estudio. Estos marcadores se habían utilizado para el inmunofenotipaje del 
linfoma gastrointestinal canino en un trabajo (Coyle y col., 2004). Otros estudios 
utilizan CD3 y CD79a (marcador de linfocitos B, al igual que CD20), para 
linfomas caninos de distintas localizaciones (Milner y col., 1996; Sueiro y col., 
2004; Sokolowska y col., 2005; Keller y col., 2007; Lurie y col., 2008; Vezzali y 
col., 2010; Valli y col., 2011; Ponce y col., 2010). En el presente estudio se ha 
elegido CD20 en lugar de CD79, ya que en pruebas preliminares presentaba una 
mejor inmunotinción en las muestras del estudio. 
 
Tras observar las muestras de este estudio con las técnicas 
inmunohistoquímicas para CD3 y CD20, se produce un cambio en el diagnóstico 
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de varios casos y con ello, de grupo de estudio, constituyéndose los grupos 
definitivos que se han utilizado a lo largo del trabajo (tabla 22 en resultados). En 
la especie felina, encontramos un estudio parecido y, dada la ausencia de datos 
concretos en la especia canina, hemos considerado interesante su comparación 
con nuestros resultados (Kiupel y col., 2011). En dicho estudio, tras evaluar las 
muestras teñidas con técnicas inmunohistoquímicas para CD3 y CD79, tres 
casos que habían sido diagnosticados de IBD pasan a diagnosticarse de linfoma 
T, mientras que un caso diagnosticado de linfoma T pasa a ser diagnosticado de 
IBD, de un total de 56 casos de IBD o linfoma T (en el estudio había otros casos, 
diagnosticados de linfoma B; Kiupel y col., 2011). En el presente trabajo, sin 
embargo, nos es posible concretar el diagnóstico de seis de los casos que 
originariamente consideramos en el grupo DLP, pasando cinco de ellos al grupo 
IBD, y uno de ellos al grupo Linfoma. Además, dos de nuestros casos 
diagnosticados inicialmente de IBD pasan al grupo DLP. Es probable que, si en 
el trabajo de Kiupel y colaboradores se hubiese establecido un grupo inicial DLP 
al observar las muestras con las tinciones habituales, los casos que fueron 
nuevamente diagnosticados habrían pertenecido a ese grupo. Es posible que en 
nuestro trabajo ocurra esto en un número más elevado de casos que en el 
trabajo de Kiupel y colaboradores debido a que todos los casos del grupo IBD 
han sido elegido por ser IBD grave y los del grupo DLP por su dificultad en el 
diagnóstico, excluyendo del estudio casos de IBD leve o moderado en los que el 
diagnóstico con hematoxilina-eosina sería, probablemente, concluyente. En el 
presente estudio, todos los casos diagnosticados con H-E de linfoma siguen en 
este grupo tras la observación de las muestras teñidas con los marcadores 
linfocitarios.  
 
Este trabajo demuestra que un número significativo de linfomas T 
intestinales pueden ser incorrectamente diagnosticados de inflamación utilizando 
únicamente histopatología. La utilización de técnicas inmunohistoquímicas 
resulta útil para eliminar las dudas diagnósticas en algunos casos, o bien para 
crear sospecha de linfoma en otros. 
 
Además, queremos destacar que este trabajo muestra los buenos 
resultados que ofrece la utilización del marcador CD20 en lugar de CD79, como 
sugerían Coyle y colaboradores (Coyle y col., 2004). En pruebas preliminares se 
utilizó el marcador CD79, encontrando una mejor inmunorreacción con el 
marcador CD20 que es, por ello, el que se ha empleado en este trabajo. En la 
mayoría de publicaciones sobre el linfoma canino, es CD79  es el marcador 
utilizado (Milner y col., 1996; Sueiro y col., 2004; Sokolowska y col., 2005; Keller 
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y col., 2007; Lurie y col., 2008; Vezzali y col., 2010; Valli y col., 2011; Ponce y 
col., 2010). 
 
 
6.5.1.2. INMUNOFENOTIPO DE LAS LESIONES 
 
Hasta la fecha, la mayoría de autores coinciden en que los linfomas 
gastrointestinales caninos son más frecuentes de inmunofenotipo T que de 
inmunofenotipo B (Miura y col., 2004; Coyle y col., 2004; Ozaki y col., 2006¸ 
Frank y col., 2007; Rassnick y col., 2009), al contrario de lo que ocurre en el 
linfoma multicéntrico canino (Teske y col., 1994; Ruslander y col., 1997; Fournel-
Fleury y col., 2002; Sueiro y col., 2004; Sokolowska y col., 2005; Sözmen y col., 
2005; Guija de Arespacochaga y col., 2007; Keller y col., 2007; Gavazza y col., 
2008; Vezzali y col., 2009; Ponce y col., 2010). Al igual que en el perro, en la 
especie felina son también más frecuentes los linfomas gastrointestinales de tipo 
T en la mayoría de estudios (Zwahlen y col., 1998; Cesari y col., 2009; Briscoe y 
col., 2011; Kiupel y col., 2011; Moore y col., 2012). Sin embargo, curiosamente, 
los linfomas gastrointestinales en medicina humana son en su mayoría de 
inmunofenotipo B (Kohno y col., 2003; Yang y col., 2004; Radic-Kristo y col., 
2010; Arora y col., 2011; Kim y col., 2011).  
 
En el presente estudio, el 100% de los linfomas intestinales caninos 
estudiados son de inmunofenotipo T, coincidiendo con el estudio de Miura y 
colaboradores (2004). Sin embargo, este porcentaje es superior al de otros 
estudios, que publican porcentajes entre el 63 y el 75% (Coyle y col., 2004; 
Frank y col., 2007; Rassnick y col., 2009). Estos últimos trabajos incluyen 
linfomas de diferentes localizaciones del tracto gastrointestinal, por lo que es 
posible que el linfoma de tipo T sea más prevalente en las primeras porciones 
del intestino delgado que en otras localizaciones del tracto gastrointestinal, como 
el estómago, al igual que ocurre en medicina humana (Swerdlow y col., 2008). 
Recientemente un estudio de diez casos de linfoma intestinal canino localizado 
en el recto verifica que se trata en todos los casos de linfoma de tipo B (Van den 
Steen y col., 2012).  
 
Moore y colaboradores, estudian 120 casos de linfoma gastrointestinal en 
la especie felina, entre los que predominan los linfomas de inmunofenotipo T. En 
este trabajo, pese a que hay 19 casos de linfoma de inmunofenotipo B, tan sólo 
uno afecta a duodeno, que además es una extensión de un linfoma de antro 
pilórico (Moore y col., 2012), lo que concuerda con nuestros resultados. Pohlman 
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y colaboradores, en su estudio sobre el linfoma gastrointestinal felino, describen 
que todos los casos localizados en el estómago son de inmunofenotipo B, al 
igual que el 88% de los casos de intestino grueso (Pohlman y col., 2009). En la 
especie felina, un estudio que compara el linfoma intestinal de bajo grado y la 
enteritis linfoplasmocitaria, describe 27 de 28 casos de linfoma de 
inmunofenotipo T (Briscoe y col., 2011). Además, a la vista de nuestros 
resultados, es posible que los linfomas difusos, estudiados en el presente trabajo, 
sean más frecuentemente de inmunofenotipo T que los que aparecen en forma 
de masa en la especie canina. 
 
Nuestros resultados sugieren que, en la especie canina, el linfoma 
intestinal que afecta a duodeno y primeras porciones de yeyuno de forma difusa 
es mucho más frecuente de inmunofenotipo T que de inmunofenotipo B. No 
existen estudios publicados al respecto, y sería necesaria la realización de 
estudios con un mayor número de casos para confirmar esta sospecha. Es 
posible que esto ocurra en los casos que además de ser difusos se acompañan 
de un infiltrado inflamatorio crónico. Por ello, basándonos en las características 
descritas previamente, y según la última clasificación de la OMS para los 
linfomas en medicina humana (Swerdlow y col., 2008), podemos considerar que 
nuestros casos se corresponden a linfomas T asociados a enteropatía (EATL). 
Concretamente, los linfomas T de células pequeñas de este estudio parecen 
corresponder con el linfoma T asociado a enteropatía (EATL) de tipo II, mientras 
que los de células grandes parecen corresponder con el EATL de tipo I. Nuestro 
trabajo confirma que el linfoma T-intestinal (actualmente linfoma T tipo 
enteropatía o asociado a enteropatía) puede presentar tanto células grandes 
como células pequeñas, como ocurre en las clasificaciones de la OMS para 
medicina humana (Swerdlow y col., 2008). Este hecho rompe con la creencia 
tradicional de algunos patólogos, avalada por algunas clasificaciones de la OMS 
para medicina veterinaria (Head y col., 2003), de que los linfomas de células 
grandes eran de inmunofenotipo B. 
 
Con respecto a la enfermedad inflamatoria crónica intestinal, ésta se 
caracteriza por un infiltrado de linfocitos y células plasmáticas, que ha de 
presentar tanto células positivas a CD3 como a CD20, lo que se considera un 
inmunofenotipo mixto (Washabau y col., 2010). Esto ocurre en todos los casos 
del grupo IBD del presente estudio. En el grupo DLP, sin embargo, un 55,6% de 
los casos presentan una zona CD3 positiva, que se considera sospechosa de 
linfoma, pese a que pueda existir una expresión mixta de ambos marcadores en 
el resto del tejido. En algunos de los casos, los linfocitos sospechosos eran 
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simplemente los linfocitos intraepiteliales, que invadían grandes porciones de 
epitelio, todos ellos de inmunofenotipo T. Valli describe que el cambio neoplásico 
en un estado inicial de linfoma intestinal puede estar presente sólo en células 
aisladas, con una imagen general de la muestra de IBD (Valli, 2007). En 
medicina humana, se ha descrito la EATL (linfoma T asociado a enteropatía) “in 
situ” para casos en los que los linfocitos intraepiteliales muestran características 
de malignidad, pero aún no puede detectarse la presencia de linfoma (Swerdlow 
y col., 2008; Burke y col., 2011; Busto y col., 2011). En el presente trabajo 
pensamos que algunos de los casos del grupo DLP pueden encontrarse en esta 
situación, y por ello, vamos a realizar técnicas de PCR para detectar poblaciones 
de linfocitos T monoclonales y poder confirmar la presencia de linfocitos 
neoplásicos. 
 
 
6.5.1.3. ESTUDIO DE LOS LINFOCITOS INTRAEPITELIALES TEÑIDOS CON 
CD3 
 
Los linfocitos intraeptieliales se encuentran de forma normal en el epitelio 
intestinal (German y col., 1999; Sonea y col., 2000); por lo que, en este trabajo, 
cuando hablamos de epiteliotropismo nos referimos a la presencia de linfocitos 
intraepiteliales en un número mayor a lo considerado normal (Day y col., 2008). 
 
Como es sabido, los linfocitos intraepiteliales son de inmunofenotipo T 
tanto en el perro como en el gato (Steinberg y col., 1995; French y col., 1996; 
Krecic y col., 2000; Carreras y col., 2003; Coyle y col., 2004; Ozaki y col., 2006; 
Kiupel y col., 2011), lo que coincide con los resultados de nuestro estudio, en el 
que en todos los casos se tiñen con el marcador CD3. En la especie canina son 
escasos los estudios en el linfoma intestinal que describen la presencia de 
linfocitos intraepiteliales y realizan técnicas inmunohistoquímicas. En ellos, se 
describe la presencia de epiteliotropismo en el 75-100% de los casos de linfoma 
T gastrointestinal (Coyle y col., 2004; Ozaki y col., 2006), lo que concuerda con 
nuestros resultados, ya que la totalidad de los casos del grupo Linfoma son de 
tipo T y presentan epiteliotropismo. Inicialmente se describió el linfoma T 
epiteliotrópico como una entidad independiente (French y col., 1996; Krecic y col., 
2000; Carreras y col., 2003), sin embargo, en las nuevas clasificaciones de la 
OMS el epiteliotropismo está descrito como un rasgo característico del linfoma T 
asociado a enteropatía (Riddell y col., 2003; Burke y col., 2011). 
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Pese a que la WSAVA en sus estándares publica una evaluación de los 
linfocitos intraepiteliales en las biopsias teñidas con hematoxilina-eosina (Day y 
col., 2008), queremos destacar la importancia de la evaluación de las muestras 
teñidas con CD3, ya que potencia enormemente el reconocimiento de los 
linfocitos intraepiteliales, y facilita su estudio. Esto ha sido sugerido 
recientemente en estudios sobre el linfoma intestinal en la especie felina (Kiupel 
y col., 2011; Moore y col., 2012). En el trabajo de Day y colaboradores no 
proponen estas técnicas, probablemente porque se trata de técnicas más caras 
a nivel clínico, que se llevan a cabo en casos con sospecha de linfoma intestinal, 
y no en casos de IBD, que son para los que originariamente están publicados los 
estándares de la WSAVA. Creemos que se trata de una técnica esencial en los 
casos en los que pueden existir dudas en el diagnóstico diferencial entre IBD y 
linfoma intestinal. 
 
La presencia de linfocitos intraepiteliales en la enfermedad inflamatoria 
crónica intestinal también es relativamente frecuente (Washabau y col., 2010). 
No se conoce con claridad el papel que desempeñan estas células, aunque es 
probable que se comporten como “vigilantes” del epitelio, jugando un papel en la 
defensa frente a organismos patógenos. Incluso se ha propuesto que estas 
células puedan migrar desde la lámina propia hacia su localización intraepitelial 
como respuesta a una estimulación antigénica (Hall, 2007). Sin embargo, entre 
los casos del nuestro estudio, es más frecuente en los casos del grupo Linfoma, 
que en los del grupo IBD, en los que está presente. En el grupo DLP existe 
epiteliotropismo en un alto número de pacientes, ya que es precisamente la 
presencia de un epiteliotropismo muy marcado lo que nos ha hecho incluir varios 
de los casos en el grupo DLP. En la especie felina, en la que está más estudiado 
el linfoma intestinal, Briscoe y colaboradores (2011) comparan el epiteliotropismo 
en linfoma e IBD, utilizando los criterios de Day y colaboradores (2008), 
describiendo diferencias significativas en este parámetro entre ambas patologías. 
Describen un porcentaje muy bajo de epiteliotropismo entre los casos de IBD 
(8,3%), y algo más bajo que el del presente estudio para los casos de linfoma 
(75,9%; Briscoe y col., 2011). No podemos comparar directamente los resultados 
de Briscoe y los del presente estudio, ya que se trata de especies diferentes, 
pero pensamos que el elevado porcentaje de epiteliotropismo entre los casos de 
los grupos IBD y DLP del presente estudio se debe al carácter grave de estas 
enfermedades. Kiupel y colaboradores también encuentran diferencias en el 
epiteliotropismo entre IBD y linfoma en la especie felina, pero estas diferencias 
van en otro sentido, ya que encuentran un aumento de linfocitos intraepiteliales 
en 11 de 12 casos de IBD, y en 39 de 43 linfomas T. Según los datos de este 
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estudio, parece que el epiteliotropismo es muy frecuente tanto en el IBD como en 
el linfoma T-intestinal, lo que se acerca a los resultados del presente estudio. Sin 
embargo, consideramos de gran interés estudiar el infiltrado de linfocitos 
intraepiteliales más a fondo en busca de diferencias entre grupos, como vamos a 
describir a continuación. 
 
Hemos estudiado la localización de los linfocitos intraepiteliales, 
encontrando diferencias significativas entre grupos, de manera que lo más 
frecuente en los grupos IBD y DLP es que el epiteliotropismo se limite al epitelio 
de revestimiento; pero en el grupo Linfoma el epiteliotropismo se extiende 
también al epitelio de las criptas en el 62,5% de los casos. Este parámetro ha 
sido estudiado en un trabajo en la especie felina, encontrándose diferencias 
entre IBD y linfoma que no llegaban a ser significativas (Kiupel y col., 2011). 
Según los resultados de nuestro trabajo, parece que la presencia de un infiltrado 
de linfocitos intraepiteliales de forma difusa a lo largo de la preparación es lo más 
frecuente en los casos de IBD, sin embargo, en un 25% de los casos del grupo 
Linfoma afecta de forma notable a una vellosidad o a un grupo de ellas, lo que 
ha sido descrito en la nueva entidad linfoma T tipo enteropatía en la especie 
canina (Valli, 2007). Además, el porcentaje de epiteliotropismo en una o varias 
vellosidades es superior en el grupo DLP, poniendo de manifiesto que se trata de 
uno de los rasgos que hacen sospechar a los patólogos un diagnóstico de 
linfoma intestinal. 
 
 En el trabajo de Kiupel y colaboradores, en la especie felina, se 
encuentran diferencias significativas entre IBD y linfoma intestinal en la 
organización de los linfocitos intraepiteliales en forma de nidos o placas de 
manera más frecuente en el linfoma, y en forma de células aisladas más 
frecuente en el IBD (Kiupel y col., 2011). En el presente trabajo, la existencia de 
placas de linfocitos intraepiteliales es significativamente menos frecuente en el 
grupo IBD. Sí aparecen linfocitos intraepiteliales en forma de nidos en el 20% de 
los casos del grupo IBD, lo que consideramos elevado debido a que se trata de 
casos graves. En el grupo DLP es muy frecuente la presencia de placas (66,7%). 
Esto es porque se considera uno de los criterios de inclusión de los casos en 
este grupo. Es posible que estos casos correspondan con casos de linfoma 
intestinal incipiente. Sin embargo, si se tratase de casos de IBD intenso, 
podríamos considerar que la presencia de placas ocurre algo más 
frecuentemente en el IBD, de manera que no podría constituir un parámetro 
diferencial. 
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A la vista de los resultados de este estudio, consideramos que el estudio 
de los linfocitos intraepiteliales teñidos con CD3 puede aportar información para 
el diagnóstico diferencial entre IBD y linfoma intestinal en biopsias endoscópicas 
en la especie canina. 
 
 
6.5.2 EXPRESIÓN DEL ÍNDICE DE PROLIFERACIÓN CELULAR  Ki-67 
 
En este trabajo se evalúan por primera vez las diferencias en el índice de 
proliferación celular Ki-67 entre linfoma intestinal e IBD, encontrándose 
diferencias significativas entre los tres grupos de estudio. Todos los casos del 
grupo Linfoma presentan una expresión entre el 30 y el 62%, que se superpone 
tan sólo con uno de los casos del grupo DLP (47,15%) (gráfico 8 en resultados). 
Parece que la expresión de Ki-67 en el linfoma canino es muy variable, y difiere 
según el tipo histológico de linfoma con el que nos encontramos, según la 
clasificación de la OMS (Flood-Knapik y col., 2012), al igual que ocurre en 
medicina humana (Broide y col., 2009). En el linfoma multicéntrico canino se han 
descrito porcentajes medios de expresión que varían entre el 15 y el 65% en los 
diferentes trabajos publicados, y con rangos aún más amplios (Fournel-Fleury y 
col., 1997; Kiupel y col., 1999; Ponce y col., 2003; Zacchetti y col., 2003; 
Kodama y col., 2009; Flood-Knapik y col., 2012). Algunos trabajos parecen 
indicar que los linfomas de tipo T presentan expresiones de Ki-67 más elevadas 
(Ponce y col., 2003; Flood-Knapik y col., 2012). 
 
La expresión media de Ki-67 en el grupo Linfoma en este trabajo es de 
52,87 ± 11,88, considerablemente superior a la publicada por Ozaki y 
colaboradores en los once linfomas T intestinales que estudian (Ozaki y col., 
2006), pero similar a la encontrada por otros autores en linfomas multicéntricos 
de tipo T (Ponce y col., 2003; Flood-Knapik y col., 2012). Existen varios casos de 
los grupos IBD y DLP de este trabajo con expresiones de Ki-67 alrededor del 
20%, incluso llegando dos casos del grupo DLP a superar el 25%, porcentajes 
que podrían superponerse con casos de linfoma con expresiones más bajas, 
como ocurre en el estudio de Ozaki y colaboradores. No se han encontrado 
trabajos que evalúen la expresión de Ki-67 en el IBD canino, por lo tanto 
desconocemos si podrían existir casos con expresiones mucho más elevadas. 
En el IBD en medicina humana no existen prácticamente células linfoides 
positivas a Ki-67 en la lámina propia de íleon y colon en casos de enfermedad de 
Crohn y colitis ulcerosa (Fell y col., 1996). Consideramos que es posible que, en 
vista del trabajo de Ozaki y colaboradores, existan linfomas con expresiones de 
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Ki-67 más bajas que los casos de este estudio, o bien casos de IBD con 
expresiones más altas, de manera que Ki-67 no suponga una herramienta 
infalible en la diferenciación entre ambas enfermedades. Sin embargo, Ki-67 ha 
demostrado en este trabajo aportar información relevante en la diferenciación 
entre IBD y linfoma intestinal en biopsias endoscópicas caninas.  
 
Considerando la sencillez de la técnica y su disponibilidad, así como los 
costes, creemos que puede suponer una buena herramienta de apoyo 
diagnóstico, además de su posible valor en el pronóstico del linfoma canino que 
han indicado algunos estudios (Kiupel y col., 1999; Phillips y col., 2000). El valor 
diagnóstico de Ki-67 ya ha sido demostrado en otro tipo de neoplasias en la 
especie canina, en la diferenciación del acantoma queratinizante del carcinoma 
de células escamosas en piel (Della Salda y col., 2002), o del histiocitoma 
cutáneo del tumor venéreo transmisible (Guvenc y col., 2002). En medicina 
humana se ha propuesto la utilización del índice de proliferación celular Ki-67 en 
el diagnóstico diferencial de desórdenes linfoproliferativas benignos y malignos 
en biopsias de ganglios linfáticos, con buenos resultados (Bryant y col., 2006). 
 
Finalmente, como era de esperar, se ha encontrado una expresión de Ki-
67 significativamente más elevada en aquellos parámetros que eran 
significativamente más frecuentes en el grupo Linfoma. Entre los signos clínicos, 
es más elevada entre los casos que presentan alteraciones del apetito 
moderadas o graves. En relación con la ecografía, la expresión de Ki-67 es 
significativamente más elevada en los casos que presentan engrosamiento de la 
pared de intestino delgado, pérdida de diferenciación de capas, o linfadenopatías 
mesentéricas, que en los que no los presentan. Asimismo, la expresión de Ki-67 
es más elevada en los casos en los que durante la endoscopia se han observado 
soluciones de continuidad de grado grave, o una mucosa dura a la toma de 
biopsias. Además, se ha encontrado una correlación positiva entre la expresión 
de Ki-67 y el índice de gravedad clínica, así como con el índice de gravedad 
endoscópica. Además, a nivel histopatológico, la expresión de Ki-67 se ha 
relacionado significativamente con los parámetros de la WSAVA que eran 
significativamente más frecuentes en el grupo Linfoma (acortamiento-
ensanchamiento de las vellosidades y lesión epitelial), así como con la presencia 
de linfocitos intraepiteliales. Además, la expresión de Ki-67 es significativamente 
más elevada en los casos con mayores índices de inflamación a nivel 
histopatológico. También se ha correlacionado la expresión de Ki-67 con otros 
parámetros histopatológicos más frecuentes en el grupo Linfoma, como es la 
pérdida de estructura de la pared intestinal. Entre los casos del grupo Linfoma, 
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Ki-67 se expresa más intensamente en los casos que presentan pleomorfismo 
celular, que constituye una de las características de malignidad tumoral; y, como 
es lógico, en los que presentan un índice mitótico más elevado.  
 
Todo parece indicar que, pese a ser leves las diferencias en el cuadro 
clínico entre linfoma e IBD, una valoración exhaustiva de los signos del animal y 
de las diferentes pruebas diagnósticas disponibles puede ayudar a orientar el 
diagnóstico, y el índice de proliferación celular Ki-67 puede suponer, junto con el 
inmunofenotipo, una buena herramienta de apoyo al diagnóstico histopatológico 
de ambas enfermedades. 
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6.6 ESTUDIO DE LA CLONALIDAD DE LINFOCITOS T: 
REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 
 
 
Cuando el diagnóstico histopatológico rutinario no permite el diagnóstico 
diferencial entre linfoma intestinal e IBD, existen nuevas modalidades 
diagnósticas que están en estudio. Entre ellas se encuentra el inmunofenotipaje, 
mediante la expresión de los marcadores CD3 y CD20, que permiten identificar 
el linaje del infiltrado celular, como ya se ha comentado. Esta técnica está 
estudiada fundamentalmente en la especie felina (Waly y col., 2005; Pohlman y 
col., 2009; Washabau y col., 2010; Kiupel y col., 2011; Briscoe y col., 2011). En 
este trabajo se ha propuesto, además, el estudio del índice de proliferación 
celular Ki-67 en la diferenciación de ambas enfermedades. Por otro lado, existe 
otra técnica en estudio, como complemento a la histopatología y al 
inmunofenotipaje, que son los test de clonalidad linfocitaria, mediante PCR, para 
identificar la reorganización del gen para la cadena Ɣ del receptor de células T 
(TCRƔ) y de este modo detectar poblaciones clonales de linfocitos T. Esta última 
técnica se ha aplicado en la diferenciación entre linfoma T intestinal y enteritis 
linfoplasmocitaria en la especie felina (Moore y col., 2005; Kiupel y col., 2011) y 
también se ha sugerido en trabajos en la especie canina (Kaneko y col., 2009; 
Fukushima y col., 2009; Takanosu y col., 2010), con resultados variables. 
 
La técnica de PCR utilizada en este trabajo, la electroforesis capilar de 
alta resolución QIAxcell Advanced, ha mostrado bandas o picos clonales, en 
torno a 80-100pb, en el 75% de los casos del grupo Linfoma. Esto representa 
una sensibilidad algo mayor al trabajo de Fukushima y colaboradores (66,7%. 
Fukushima y col., 2009). En el trabajo de Fukushima y colaboradores utilizan los 
mismos cebadores que hemos utilizado nosotros (Burnett y col., 2003), pero  
emplean geles de poliacrilamida para la lectura de PCR, de manera que 
pensamos que la utilización del sistema QIAxcell Advanced ayuda a mejorar la 
resolución y la sensibilidad de la técnica. Aún así, la técnica presenta una 
sensibilidad menor en el presente trabajo que la descrita para otros tipos de 
linfoma (Burnett y col., 2003), probablemente debido a la presencia de una 
inflamación linfoplasmocitaria grave concomitante a las células neoplásicas en 
todas las biopsias endoscópicas que estudiamos, que puede llevar a que el 
porcentaje de células neoplásicas presentes en la muestra sea menor. Kaneko y 
colaboradores (2009) consiguen una sensibilidad del 100% en cuatro casos de 
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linfoma que estudian, en biopsias endoscópicas. En este estudio utilizan los 
mismos cebadores (Burnett y col., 2003); sin embargo, consideran positiva la 
presencia de una o más bandas distinguibles y, además, no realizan las 
muestras por duplicado ni utilizan técnicas heterodúplex (Kaneko y col., 2009), 
como es el caso del trabajo de Fukushima y colaboradores (2009), y del 
presente trabajo. Creemos que también por este motivo, en el trabajo de Kaneko 
y colaboradores, obtienen clonalidad positiva en seis casos que estaban 
diagnosticados histopatológicamente de enteritis. Los autores sospechan que en 
dos de los casos podría tratarse de un linfoma incipiente, pero los otros cuatro 
casos corresponderían a falsos positivos, o a una incorrecta interpretación de los 
resultados. Destacamos en los resultados de este estudio la ausencia de falsos 
positivos, ya que todos los casos del grupo IBD han resultado policlonales, lo 
que le otorga a la técnica una especificidad del 100%. Esta teoría está avalada 
por el trabajo de Takanosu y colaboradores, que encuentra bandas 
monoclonales en casos de enteritis al realizar una PCR convencional, que 
desaparecen al realizar técnicas heterodúplex, permaneciendo monoclonales las 
muestras de linfoma multicéntrico que incluyen en el estudio (Takanosu y col., 
2010).  
 
En el estudio de Olivero y colaboradores (2011) en el IBD canino, sólo 1 
de 47 casos resulta monoclonal para el receptor de linfocitos T, y coincide con 
que no presenta respuesta al tratamiento tras el seguimiento clínico, de manera 
que los propios autores proponen que se trate de un linfoma incipiente, difícil de 
detectar en un diagnóstico puramente morfológico, o un estado de transición 
hacia un linfoma intestinal. Los resultados de este último estudio reiteran la 
necesidad de tomar los resultados de las PCR con cautela, siempre en contexto, 
y como técnica complementaria al diagnóstico morfológico, pese a ser muy rara 
la aparición de falsos positivos o de poblaciones clonales que no correspondan 
con procesos neoplásicos.  
 
Ninguno de los casos del grupo DLP del presente trabajo, tratándose de 
biopsias con una sospecha de linfoma intestinal, ha mostrado monoclonalidad en 
las técnicas de PCR. Este hecho puede explicarse con diferentes hipótesis. Por 
un lado, es posible que el porcentaje de células tumorales se encuentre por 
debajo del límite de detección de la PCR aunque los pacientes presenten un 
linfoma intestinal. Puede que el infiltrado inflamatorio concomitante sea tan 
abundante que llegue a dificultar la detección de pequeñas poblaciones de 
células tumorales. En muchos de los pacientes del grupo DLP, la sospecha de 
linfoma estaba motivada por la presencia de un elevado número de linfocitos 
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intraepiteliales que formaban placas en el epitelio de revestimiento de una o 
varias vellosidades intestinales, pese a que la mayoría de la preparación exhibía 
una imagen de enteritis linfoplasmocitaria. Estos linfocitos intraepiteliales se 
acompañaban, en ocasiones, de acúmulos focales de linfocitos CD3+ en el ápice 
de las vellosidades. En medicina veterinaria el “linfoma T tipo enteropatía” ha 
sido poco estudiado, pero se ha sugerido que en un estado incipiente, el cambio 
neoplásico pude estar presente sólo en células aisladas, siendo la imagen global 
la de un IBD epiteliotrópico (Valli, 2007). En medicina humana incluso se está 
utilizando el término EATL “in situ” para casos en los que los linfocitos 
intraepiteliales muestran características de malignidad, pero aún no puede 
detectarse la presencia de linfoma (Swerdlow y col., 2008; Burke y col., 2011; 
Busto y col., 2011). Ninguno de los trabajos que utilizan PCR en el linfoma 
intestinal canino incluye descripciones histopatológicas.  
 
En la especie felina, sin embargo, un trabajo muy completo, de Kiupel y 
colaboradores propone un algoritmo para el diagnóstico diferencial entre linfoma 
e inflamación en el intestino delgado canino, utilizando histopatología, 
inmunohistoquímica para el fenotipaje, y PCR para clonalidad de linfocitos. Los 
casos de este estudio son diagnosticados inicialmente como IBD o linfoma con 
técnicas histopatológicas rutinarias, para después ser diagnosticados de nuevo 
con los resultados inmunohistoquímicos, y todavía algunos cambiados de 
diagnóstico con las técnicas de PCR para clonalidad linfocitaria (Kiupel y col., 
2011). Al contrario de lo que ocurre en el presente trabajo en la especie canina, 
en el trabajo de Kiupel y colaboradores, varios casos diagnosticados de IBD con 
hematoxilina-eosina e inmunohistoquímica fueron diagnosticados de linfoma T 
tras realizar clonalidad linfocitaria, corriendo las muestras en geles de agarosa 
por duplicado y con análisis heterodúplex (Kiupel y col., 2011). Sin embargo, en 
el estudio de Moore y colaboradores sobre el linfoma intestinal felino, utilizando 
una técnica de PCR muy parecida a la de Kiupel y colaboradores, existen una 
serie de casos policlonales (7/84) que en ningún caso se rediagnosticaron como 
IBD, indicando que existen falsos negativos en la técnica (Moore y col., 2012), al 
igual que ocurre en el presente trabajo, aunque en menor medida. Observando 
los resultados encontrados en la especie felina en el trabajo de Kiupel y 
colaboradores, se nos plantea otra posible hipótesis para explicar los resultados 
del presente trabajo. Podría ser que la presencia de un epiteliotropismo muy 
marcado, en forma de placas en el epitelio de revestimiento de las vellosidades 
intestinales, no constituya un rasgo patognomónico de linfoma intestinal, como 
parece suceder en la especie felina; así como tampoco la presencia de 
agregados de linfocitos aparentemente monomórficos CD3+ en el ápice de las 
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vellosidades sea un rasgo característico de linfoma, sino que puede formar parte 
de un cuadro de IBD grave. Quizá todos los casos del grupo DLP correspondan 
a casos de “IBD epiteliotrópico” de grado grave, al demostrarse su policlonalidad 
con las pruebas de PCR. Creemos que no podemos utilizar el término de EATL 
“in situ” si no existe un resultado monoclonal en la PCR que lo avale. Serían 
necesarios estudios con un mayor número de casos para verificar estas hipótesis 
y, sobre todo, estudios prospectivos que valoren la supervivencia de estos 
animales. Es altamente difícil realizar estudios más amplios, ya que el linfoma 
intestinal difuso es una enfermedad de muy baja prevalencia, no como ocurre en 
la especie felina, en la que es más fácil realizar estudios amplios. 
 
La monoclonalidad linfocitaria en las pruebas de PCR, al igual que ocurría 
con la expresión del índice de proliferación celular Ki-67, como es lógico, se ha 
relacionado con algunos de los parámetros ecográficos significativamente más 
frecuentes en el grupo Linfoma, como son el engrosamiento de la pared 
intestinal y la pérdida de diferenciación de capas. De entre los parámetros 
endoscópicos se ha relacionado significativamente también con la ausencia de 
mucosa friable y la presencia de un grado intenso de soluciones de continuidad, 
además de con el índice de gravedad endoscópica. 
 
Al observar los resultados de las PCR del presente trabajo en conjunto 
con los parámetros histopatológicos, como era de esperar, encontramos una 
asociación entre la presencia de monoclonalidad linfocitaria con los parámetros 
que eran significativamente más frecuentes en el grupo Linfoma, el 
acortamiento-ensanchamiento de vellosidades, la lesión epitelial y la presencia 
de linfocitos intraepiteliales tanto en el epitelio superficial como en las criptas.  
 
Consideramos de interés el estudio de las muestras monoclonales dentro 
del grupo Linfoma. Pese a que consideramos que las muestras policlonales de 
este grupo corresponden a falsos negativos, nos parece interesante analizar las 
características que tienen en común. La pérdida de estructura de la pared 
intestinal es significativamente más frecuente entre las muestras monoclonales 
del grupo Linfoma, sin embargo, no lo consideramos significativo, dado que una 
de las dos muestras policlonales también la presentaba. Consideramos que se 
trata de un resultado que habría que tener en cuenta en futuros estudios más 
amplios, pero que carece de significación en el presente estudio. Curiosamente 
los casos que han resultado monoclonales en las técnicas de PCR coinciden con 
los casos de células grandes, mientras que los policlonales coinciden con los dos 
casos de células pequeñas, en los que no había pleomorfismo celular. Esto da 
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qué pensar, ya que los casos del grupo DLP probablemente, si llegasen a ser 
considerados en algún caso linfomas, probablemente serían linfomas de células 
pequeñas. No hemos encontrado alusión al tamaño celular de los linfomas en 
ninguno de los trabajos que utiliza PCR en el linfoma intestinal en la especie 
canina (Kaneko y col., 2009; Fukushima y col., 2009; Takanosu y col., 2010). 
Quizá gran parte del infiltrado de células pequeñas se corresponda con un 
infiltrado inflamatorio, y el porcentaje de células neoplásicas sea menor, o puede 
que simplemente se trate de un hallazgo casual, que no aparecería en estudios 
con un mayor número de casos.  
 
Como era de esperar, la expresión de Ki-67 ha resultado 
significativamente más elevada en los casos monoclonales por PCR, teniendo en 
cuenta los 32 perros totales del estudio, ya que era significativamente más alta 
en los casos del grupo Linfoma. Sin embargo, lo que resulta inesperado es que, 
dentro del grupo Linfoma, los casos monoclonales por PCR presentan una 
expresión de Ki-67 significativamente superior a los que resultaron policlonales. 
Una posible explicación sería que los linfomas monoclonales son todos ellos de 
células grandes, y la mayoría con mayor pleomorfismo celular, que podrían tener 
un mayor potencial mitótico que las células pequeñas y, por tanto, mejor 
diferenciadas de los casos policlonales. Esto coincide con lo publicado en el 
linfoma multicéntrico canino, en el que los linfomas de alto grado presentan un 
índice de proliferación celular Ki-67 mayor que los de bajo grado (Fournel-Fleury 
y col., 1997; Ponce y col., 2003).  
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6.7 CONSIDERACIONES FINALES DESPUÉS DEL 
ESTUDIO EN CONJUNTO DE LOS RESULTADOS 
 
 
Este es el primer trabajo que analiza el cuadro completo del linfoma T 
intestinal tipo enteropatía y el IBD grave en los casos en los que es necesario 
realizar un diagnóstico diferencial en la especie canina, evaluando todas las 
técnicas disponibles o en estudio para su diferenciación. El diagnóstico 
diferencial entre linfoma intestinal difuso e IBD grave en la especie canina 
requiere el estudio conjunto de todos los datos de que dispongamos. No 
podemos analizar los resultados de ninguna de las pruebas de manera aislada, 
ya que se trata de complementar los datos que van aportando las distintas 
técnicas. Es posible que el cuadro clínico no muestre diferencias y aporte poca 
información de cara al diagnóstico diferencial, aunque sí nos puede orientar si se 
trata de un caso grave en el que es necesario realizar otras pruebas. Los 
parámetros ecográficos pueden guiar el diagnóstico y confirmar la utilidad de la 
endoscopia para la toma de biopsias y el posterior estudio histopatológico, en 
función de la localización y extensión del proceso. La endoscopia resulta una 
técnica mínimante invasiva con escasa repercusión en el paciente, útil para la 
obtención de biopsias intestinales, pero que puede presentar limitaciones para el 
diagnóstico histopatológico. Además de servir como medio para la obtención de 
biopsias, la imagen endoscópica puede proporcionarnos una información útil de 
cara a orientar el diagnóstico diferencial entre las dos patologías. 
 
El estudio histopatológico de las biopsias intestinales es esencial para el 
diagnóstico diferencial entre linfoma intestinal difuso e IBD grave, aunque puede 
no ser suficiente. El estudio de los parámetros publicados por la WSAVA (Day y 
col., 2008) puede dirigir el diagnóstico, pero son necesarios otros parámetros 
para emitir un diagnóstico de linfoma intestinal. Los resultados de este trabajo 
demuestran que un número considerable de biopsias endoscópicas presentan un 
diagnóstico histopatológico que varía al combinarlo con otras técnicas. Si el 
estudio histopatológico del infiltrado linfocitario no es suficiente para determinar 
el diagnóstico, la realización de técnicas inmunohistoquímicas para el 
inmunofenotipaje y el establecimiento del índice de proliferación celular Ki-67 de 
las lesiones pueden suponer un complemento de gran ayuda, con una inversión 
económica asequible para muchos propietarios, y con disponibilidad para 
realizarse en varios laboratorios de nuestro país. Además, se realiza en tejidos 
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en parafina, de manera que sólo son necesarias las biopsias que se toman de 
forma sistemática para un diagnóstico general. 
 
Las técnicas de PCR para clonalidad de linfocitos T con sistemas 
capilares de alta resolución pueden ayudar a establecer un diagnóstico definitivo 
de linfoma T-intestinal en caso de presentar resultados monoclonales, aunque un 
resultado policlonal en estas técnicas no puede descartar la presencia de un 
linfoma intestinal incipiente. En estos casos, será necesario valorar el resto de 
pruebas, e incluso la respuesta al tratamiento, pudiendo recomendarse, en caso 
necesario, la toma de una nueva biopsia, o incluso la obtención de biopsias 
excisionales, que pueden resultar más adecuadas para detectar linfomas 
incipientes (Evans y col., 2006). La combinación de las técnicas aquí 
presentadas mejora notablemente la capacidad para realizar un diagnóstico 
diferencial entre las dos patologías en biopsias endoscópicas, pero no podemos 
olvidar que las biopsias excisionales pueden aportarnos información, como la 
infiltración de capas profundas, que puede resultar crucial en la diferenciación 
linfoma intestinal/IBD grave. Las técnicas de PCR no están disponibles a nivel 
clínico en Europa, pero sí se están ofreciendo en dos centros de Estados Unidos: 
el Diagnostic Center for Population and Animal Health de la Universidad de 
Michigan, y en la Facultad de Veterinaria de la Universidad de California, Davis.  
 
Para terminar, queremos enfatizar la necesidad de combinar el estudio de 
la histopatología, el inmunofenotipo, el índice de proliferación celular Ki-67 y los 
resultados de PCR en conjunto antes de emitir un diagnóstico final (Washabau y 
col., 2010). Además, consideramos que la histopatología y el inmunofenotipaje 
(en este orden) deben preceder al estudio de la clonalidad por PCR, de manera 
que estas pruebas sólo sean interpretadas en el contexto adecuado. Sólo en 
caso de que el diagnóstico histopatológico indique un linfoma o una sospecha de 
linfoma será necesario realizar inmunohistoquímica (Kiupel y col., 2011). No 
podemos olvidar que la diferenciación entre IBD grave y linfoma T intestinal tipo 
enteropatía es esencial de cara a elegir un tratamiento adecuado y poder 
establecer un pronóstico más preciso. Por ello, en este trabajo se propone un 
algoritmo para el diagnóstico diferencial entre linfoma intestinal e IBD grave en 
biopsias endoscópicas, que incluimos a continuación. 
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6.8 PROPUESTA DE ALGORITMO PARA EL 
DIAGNÓSTICO DIFERENCIAL ENTRE            
LINFOMA INTESTINAL E IBD EN                    
BIOPSIAS ENDOSCÓPICAS CANINAS 
 
 
HISTOPATOLOGÍA (H-E) 
IBD DLP  
(desorden linfoproliferativo 
sospecha de linfoma) 
Linfoma 
Tratar 
como IBD 
No responde al 
tratamiento 
Responde al 
tratamiento 
IHQ 
Inmunofenotipo 
mixto 
Ki-67 < 25% 
Linfoma, 
determinado 
origen T o B 
Sugerente de 
linfoma 
PCR 
Policlonal Monoclonal 
Tratar como 
IBD y realizar 
seguimiento 
clínico, 
considerando 
la posibilidad 
de tomar una 
nueva biopsia 
Tratar como linfoma 
 217 
 
 
 
 
 
 
 
7 CONCLUSIONES 
 218 
 
Conclusiones 
219 
 
Las conclusiones finales de este trabajo son las siguientes: 
1. La presentación clínica del linfoma intestinal difuso y el IBD grave no 
muestra diferencias significativas en cuanto a motivo de consulta, 
sintomatología, palpación abdominal y alteraciones en la analítica 
sanguínea. Los hallazgos ecográficos de engrosamiento de la pared 
intestinal y pérdida de diferenciación de capas son significativamente más 
frecuentes en el linfoma intestinal (p = 0,020 y p = 0,001 respectivamente). 
2. El aspecto endoscópico de las lesiones presentes en el linfoma intestinal 
difuso y en el IBD grave, correspondiente a una mucosa engrosada, 
congestiva e irregular, no presenta diferencias significativas. En cuanto a 
la consistencia de la mucosa a la toma de biopsias sí se encuentran 
diferencias significativas entre ambas enfermedades, siendo más 
frecuentemente friable en el IBD grave (p = 0,015), y dura en el linfoma 
intestinal (p = 0,006). 
3. Tanto los perros con linfoma intestinal como los perros con IBD grave 
presentan alteraciones importantes en los parámetros histopatológicos 
propuestos por la WSAVA. Son significativamente más intensos en el 
grupo Linfoma el acortamiento-ensanchamiento de vellosidades (p = 
0,022) y la lesión epitelial (p = 0,004). El índice de la WSAVA es 
significativamente mayor en el grupo Linfoma (p = 0,005). La pérdida de 
estructura de la pared intestinal a nivel histológico es significativamente 
más frecuente en el grupo Linfoma que en el IBD (p < 0,001). 
4. La utilización de los marcadores CD3 y CD20 resulta clave en la 
caracterización de las lesiones estudiadas. Esto cambia el diagnóstico 
inical realizado con técnicas rutinarias, permitiendo el establecimiento de 
los grupos utilizados en este trabajo.  
5. El estudio del inmunofenotipo demuestra que los linfomas intestinales 
difusos que afectan a duodeno son en su mayoría de tipo T, 
representando el 100% de los casos incluidos en este trabajo. Todos 
corresponden a la entidad Linfoma T Asociado a Enteropatía (EATL) de la 
OMS. Son más frecuentes los linfomas de células grandes (EATL tipo I, 
75%), que los de células pequeñas (EATL tipo II, 25%). Todos ellos 
presentan epiteliotropismo, rasgo característico de la EATL en el perro. 
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6. El marcador CD3 ha resultado ser una excelente herramienta para el 
estudio de los linfocitos intraepiteliales. Estos linfocitos T se localizan en el 
epitelio tanto superficial como de las criptas de manera significativamente 
más frecuente en el grupo Linfoma (p = 0,002). La presencia de linfocitos 
intraepiteliales formando placas en el epitelio de revestimiento es 
significativamente menor en el grupo IBD (p = 0,019). 
7. La expresión inmunohistoquímica del índice de proliferación celular Ki-67 
es significativamente superior en el grupo Linfoma que en los otros dos 
grupos (p < 0,001). Este índice se correlaciona con la gravedad clínica (r = 
0,350; p = 0,049) y endoscópica (r = 0,370; p = 0,037), así como con el 
índice de inflamación a nivel histopatológico de la WSAVA (r = 0,518; p = 
0,002).  
8. La detección de clonalidad de linfocitos T mediante técnicas de PCR con 
electroforesis capilar de alta resolución presenta una sensibilidad del 75% 
en el grupo Linfoma. La especificidad de la técnica es del 100% en este 
grupo.  
9. El grupo DLP se caracteriza por la presencia de focos linfocitarios CD3+ en la 
lámina propia de las vellosidades intestinales y/o por una infiltración masiva de 
linfocitos intraepiteliales CD3+ en forma de placas en una o varias vellosidades. 
El estudio de la clonalidad de estos casos con la técnica de PCR refleja la 
presencia de una población linfocitaria policlonal. Estos resultados sugieren un 
proceso inflamatorio con marcado epiteliotropismo, por lo que podríamos hablar 
de un “IBD epiteliotrópico grave”. No obstante, la policlonalidad mostrada con 
PCR de algunos linfomas de nuestro trabajo (25%) no permite descartar que 
algunos casos del grupo DLP pudieran ser linfomas incipientes. 
10. Los resultados ponen de manifiesto la necesidad de combinar las distintas 
pruebas disponibles para emitir un diagnóstico final. Por ello, en este 
trabajo se propone la utilización de una secuencia ordenada de pruebas 
en forma de algoritmo, que facilite el diagnóstico de desórdenes 
linfoproliferativos en biopsias endoscópicas caninas: 1º) empleo del 
diagnóstico histopatológico; 2º) estudio inmunohistoquímico del 
inmunofenotipo (CD3 y CD20) y del índice de proliferación celular Ki-67, 
3º) aplicación de las técnicas de PCR para determinar la clonalidad 
linfocitaria. 
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El linfoma intestinal y la enfermedad inflamatoria crónica intestinal (IBD) 
son enfermedades relevantes en el perro, ya que son responsables de un gran 
número de cuadros de diarrea crónica y vómito crónico en esta especie. Ambas 
enfermedades pueden compartir cuadro clínico, haciéndose esencial su 
diagnóstico diferencial, ya que su tratamiento y pronóstico son muy diferentes. 
Su diagnóstico diferencial se basa en el estudio histopatológico de biopsias 
intestinales. Sin embargo, cuando el IBD es de carácter grave y el linfoma 
intestinal aparece de forma difusa, este diagnóstico no siempre resulta sencillo, 
especialmente en biopsias endoscópicas. Por esta razón, en este trabajo nos 
hemos planteado estudiar métodos diagnósticos complementarios como son el 
inmunofenotipo, el índice de proliferación celular Ki-67 y las técnicas de PCR 
para clonalidad de linfocitos T para realizar un diagnóstico diferencial de ambas 
enfermedades. 
 
Para ello hemos seleccionado 32 perros con enfermedades digestivas 
graves de tipo difuso a los que se les había realizado endoscopia digestiva 
superior con toma de biopsias. Estos perros se dividieron en tres grupos tras 
analizar las biopsias con H-E y con los marcadores leucocitarios CD3 y CD20. 
Los grupos fueron: grupo Linfoma (n = 8), grupo IBD (n =15) y grupo DLP 
(desorden linfoproliferativo, n = 9). En el grupo DLP se incluyeron aquellos perros 
en los que existía una sospecha de linfoma intestinal, pero sin un diagnóstico 
histopatológico claro.  
 
Los resultados de este estudio demuestran que no existen diferencias 
significativas en cuanto al motivo de consulta, cuadro clínico y analítica 
sanguínea entre los distintos grupos. Los datos ecográficos revelan que tanto el 
engrosamiento de la pared intestinal como la pérdida de diferenciación de capas 
son significativamente más frecuentes en el linfoma intestinal (p = 0,020 y p = 
0,001 respectivamente). El aspecto endoscópico de las lesiones es similar en los 
tres grupos, con una mucosa engrosada, congestiva e irregular, pudiendo 
encontrarse soluciones de continuidad o puntos blancos. La consistencia de la 
mucosa a la toma de biopsias presenta diferencias significativas entre ambas 
enfermedades, siendo más frecuentemente friable en el IBD grave (p = 0,015), y 
más frecuentemente dura en el linfoma intestinal (p = 0,006).  
 
Se han estudiado los parámetros histopatológicos propuestos por la 
WSAVA para la valoración de la inflamación intestinal en biopsias endoscópicas 
(Day y col., 2008). En todos los casos del grupo Linfoma existe un intenso 
infiltrado inflamatorio asociado al proceso neoplásico, de manera que el índice 
de inflamación histopatológica ha resultado significativamente más elevado en el 
grupo Linfoma que en los otros dos grupos (p = 0,005). Son significativamente 
más intensos en el grupo Linfoma el acortamiento-ensanchamiento de 
vellosidades (p = 0,022) y la lesión epitelial (p = 0,004). La pérdida de estructura 
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de la pared intestinal es significativamente más frecuente en el linfoma intestinal 
que en el IBD (p < 0,001). 
 
El estudio del inmunofenotipo ha permitido concretar el diagnóstico de 
varios casos, así como establecer de los grupos que se han utilizado a lo largo 
de este trabajo. La realización de técnicas inmunohistoquímicas para los 
marcadores linfocitarios CD3 y CD20 ha puesto de manifiesto que el linfoma 
intestinal canino es mucho más frecuetne de tipo T. El 100% de los casos del 
grupo Linfoma presentan inmunofenotipo T, y un epiteliotropismo marcado. 
Todos ellos se corresponden con la entidad linfoma T asociado a enteropatía o 
tipo enteropatía (EATL) de la OMS, propuesto para medicina humana (Swerdlow 
y col., 2008). El EATL tipo I, de células grandes, ha resultado más frecuente 
(75%) que el EATL tipo II, de células pequeñas (25%). El marcador CD3 se ha 
utilizado para el estudio de los linfocitos intraepiteliales, presentes en los tres 
grupos de estudio. Éstos se localizan tanto en el epitelio tanto superficial como 
de las criptas, de manera significativamente más frecuente en el grupo Linfoma 
(p = 0,002). Además, la presencia de linfocitos formando placas en el epitelio de 
revestimiento es significativamente menor en el grupo IBD (p = 0,019). La 
expresión inmunohistoquímica del índice de proliferación celular Ki-67 aporta 
información en la diferenciación linfoma intestinal / IBD grave, ya que es 
significativamente superior en el grupo Linfoma que en los otros dos grupos (p < 
0,001).  
 
La detección de la clonalidad de linfocitos T mediante técnicas de PCR 
por electroforesis capilar de alta resolución ha presentado una sensibilidad del 
75% en el grupo Linfoma. Todos los casos de los grupos DLP e IBD han 
resultado policlonales, de modo que la especificidad de la técnica es del 100%. 
Este resultado en la técnica de PCR del grupo DLP, unido a la infiltración masiva 
de linfocitos intraepiteliales CD3 positivos en forma de placas en el epitelio de 
una o varias vellosidades intestinales, sugiere un proceso inflamatorio con 
marcado epiteliotropismo, por lo que podríamos hablar de un “IBD epiteliotrópico 
grave”. Esto indica que el epiteliotropismo linfocitario en forma de placas no es 
un rasgo patognomónico del linfoma intestinal canino, a diferencia de lo que se 
ha sugerido en la especie felina. No obstante, la policlonalidad mostrada por 
algunos linfomas de este trabajo (25%), no permite descartar que, en algunos 
casos del grupo DLP, pueda tratarse de linfomas incipientes. 
 
Así, basándonos en los resultados obtenidos, se ha propuesto un 
algoritmo para el diagnóstico diferencial entre linfoma intestinal e IBD grave en 
biopsias endoscópicas caninas, que incluye de forma secuencial las pruebas 
incluidas en este trabajo: 1º) empleo del diagnóstico histopatológico, 2º) estudio 
inmunohistoquímico del inmunofenotipo y el índice de proliferación celular Ki-67 
y, 3º) aplicación de las técnicas de PCR para determinar la clonalidad linfocitaria.
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Inflammatory bowel disease (IBD) and small intestinal lymphoma are 
relevant diseases in canines, responsible of a large number of cases of chronic 
vomiting and diarrhea. Both conditions share clinical presentation; however, a 
correct diagnosis is essential for proper treatment and prognosis. The 
differentiation of intestinal lymphoma from IBD is based on the histological 
evaluation of intestinal biopsy specimens. However, when IBD is severe and 
intestinal lymphoma diffuse, the differential diagnosis can be difficult, especially 
in endoscopic biopsies. For this reason, this study focuses on the evaluation of 
complementary diagnostic procedures such as immunophenotyping, 
proliferation index Ki-67 and PCR to determine clonality of the infiltrating cells, 
in order to establish a differential diagnosis between the two diseases.  
 
Endoscopic intestinal biopsies from 32 dogs that presented with diffuse, 
severe, intestinal disease were selected. All dogs were divided into three 
groups after morphologic evaluation with routine stains and assessment of CD3 
and CD20 stained slides. Groups were: Lymphoma group (n = 9), IBD group (n 
= 8), and LPD group (lymphoproliferative disorder, n = 9). LPD group included 
dogs with a non conclusive diagnosis of lymphoma suspect. 
 
Results of the current study demonstrate no significant differences 
among groups in terms of presenting complaint, clinical signs and blood tests. 
Ultrasonographic data revealed that increased intestinal wall thickness and loss 
of intestinal wall layers are significantly more frequent in Lymphoma group (p = 
0,020 and p = 0,001 respectively). Endoscopic visualization of the intestinal 
mucosa is similar within the three groups, showing an irregular, hyperemic 
mucosa, with the presence of erosions or white foci in some animals. Mucosal 
consistency at the time of biopsy collection differed significantly among groups. 
Friability was more frequent in IBD group (p = 0,015) whereas increased 
mucosal consistency was more frequent in Lymphoma group. WSAVA 
histopathological standards for the diagnosis of intestinal inflammation in 
endoscopic biopsy samples (Day et al., 2008) were evaluated. All cases of 
Lymphoma group presented an inflammatory background, associated with the 
neoplastic process. WSAVA index appeared significantly higher in Lymphoma 
group (p = 0,005). Furthermore, villous stunting and villous epithelial injury were 
significantly more intense in Lymphoma group (p = 0,022 and p = 0,004 
respectively). 
 
Immunophenotyping allowed reclassification of several cases. 
Immunohistochemical detection of CD3 and CD20 revealed that primary small 
intestinal T cell lymphomas are far more common than B cell lymphomas in 
dogs. All cases of Lymphoma group were of T-cell immunophenotype and 
epitheliotropism was a predominant feature. The characteristics of all these 
lymphomas closely matched the WHO entity “Enteropathy Associated T-cell 
Lymphoma (EATL)” proposed for human medicine (Swerdlow et al., 2008). 
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Type I EATL (large cell lymphoma) was more frequently seen in our cases (75%) 
when compared to type II EATL (small cell lymphoma, 25%). CD3 positive 
intraepithelial lymphocytes were located in both surface and crypt epithelium 
more frequently in Lymphoma group (p = 0,002). Moreover, intraepithelial 
plaques were significantly less frequent in IBD group (p = 0,019). 
Immunohistochemical expression of proliferative index Ki-67 adds valuable 
information to the differential diagnosis between intestinal lymphoma and IBD, 
since it is significantly higher in Lymphoma group (p < 0,001). 
 
The T-cell clonality analysis by high resolution capillary electrophoresis 
had 75% sensitivity in Lymphoma group. All cases of IBD and LPD groups were 
polyclonal, therefore the technique reached 100% specificity. LPD group results 
of polyclonality, together with the frequency of intraepithelial plaques in single or 
several villi, suggests an inflammatory process with severe epitheliotropism. 
This condition could be named as “epitheliotropic severe IBD”. Based on these 
data, severe epitheliotropism forming plaques within the epithelium could not be 
a pathognomonic feature of intestinal lymphoma in canines, as it has been 
suggested in the feline species. However, the finding of polyclonality in 25% of 
lymphomas of this study does not rule out the possibility that some LPD case 
might represent early stage lymphomas. 
 
Based on the data presented here, a diagnostic algorithm for small 
intestinal endoscopic biopsies of canines is proposed. It includes the tests 
presented in this study in a stepwise strategy, as follows: 1) histopathological 
assessment, 2) immunohistochemical study of immunophenotype (CD3 and 
CD20) and proliferative index Ki-67, and 3) PCR to determine lymphocyte 
clonality.  
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